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1. INTRODUCCIÓN 
 
 
1.1. Leguminosas y fijación biológica de nitrógeno 
 
La familia Leguminosae (o Fabaceae) comprende aproximadamente 700 géneros y 
19000 especies de plantas herbáceas, arbustivas o arbóreas, fácilmente reconocibles 
por su fruto tipo legumbre y sus hojas compuestas y estipuladas. Son plantas 
cosmopolitas, siendo su distribución más frecuente en climas tropicales y subtropicales. 
Después de los cereales, constituyen el segundo grupo de plantas cultivadas más 
importante, abarcando un 12% de las tierras agrícolas en el mundo (Sánchez y cols, 
2008). Su importancia se debe a que son una fuente esencial de proteínas para la 
alimentación humana y animal. También son utilizadas en la industria para la obtención 
de aceites minerales y materias primas. 
Entre las leguminosas de mayor importancia agrícola destacan leguminosas de 
grano como la soja (Glycine max), judía (Phaseolus vulgaris), guisante (Pisum sativum), 
garbanzo (Cicer arietinum), haba (Vicia faba) y lenteja (Lens culinaris), y leguminosas 
forrajeras como la alfalfa (Medicago sativa), trébol rojo (Trifolium pratense) y distintas 
especies del género Lotus (L. corniculatus, L. tenuis, L. uliginosus). Las leguminosas de 
interés agronómico y diversas leguminosas arbustivas y arbóreas juegan un papel 
fundamental al ser capaces de fijar (reducir) el nitrógeno atmosférico (N2) a amonio, 
tras establecer simbiosis con los rizobios del suelo. Estos constituyen un grupo muy 
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heterogéneo de bacterias pertenecientes a cuatro familias: Rhizobiaceae, 
Phyllobacteriaceae, Hyphomicrobiaceae y Bradyrhizobiaceae (Madigan y cols, 2000). 
Dentro de estas familias sólo unos determinados géneros son capaces de efectuar el 
proceso de fijación biológica de nitrógeno: Rhizobium, Sinorhizobium (Ensifer), 
Mesorhizobium, Bradyrhizobium, Azorhizobium y Allorhizobium. 
A diferencia de las cianobacterias y las bacterias del género Frankia, los rizobios 
no pueden generar un ambiente anaerobio o microaerobio en donde poder realizar la 
fijación biológica de N2 por sí mismos. Para llevar a cabo el proceso, estas bacterias han 
de encontrarse en las inmediaciones de las plantas leguminosas e interactuar con éstas, 
promoviendo una serie de respuestas en la planta que desencadenarán la formación de 
un órgano nuevo, el nódulo, en el cual se proporciona un entorno controlado, así como 
los nutrientes necesarios para que la bacteria pueda efectuar el proceso de fijación 
(Fig. 1.1). 
La fijación biológica de N2 es catalizada por el complejo enzimático nitrogenasa, 
que está compuesto por dos metaloproteínas: una ferroproteína o dinitrogenasa 
reductasa y una ferromolibdoproteína o dinitrogenasa. Esta enzima lleva a cabo la 
reducción del N2 a NH4 y de H
+ a H2 según la reacción: 
N2 + 8H
+ + 8e- + 16ATP → 2NH3 + H2 +16ADP +16Pi 
La dinitrogenasa reductasa es un homodímero, codificado por el gen nifH, que contiene 
cuatro átomos de Fe y un centro 3Fe-4S. La dinitrogenasa es un tetrámero, codificado 
por el gen nifDK, con dos tipos de centros: centro P (4Fe-4S) y cofactor FeMoco, que 
representa el sitio activo de la enzima donde se reduce el sustrato. La dinitrogenasa 
reductasa se activa con dos moléculas de MgATP y recibe los electrones procedentes de 
la ferredoxina. A continuación, se forma el complejo nitrogenasa por unión de las dos 
metaloproteínas a través de la interacción de la Cys y la His de la Fe-proteína con el Fe y 
el Mo de la dinitrogenasa, respectivamente; el ATP se hidroliza y, mediante la 
transferencia de un electrón, se reduce la dinitrogenasa reductasa; finalmente, la 
dinitrogenasa intercambia MgADP por MgATP y se inicia un nuevo ciclo. 
El complejo nitrogenasa es inactivado de manera irreversible por el O2, por lo 
que el nivel de O2 debe estar estrictamente controlado en el nódulo. Existen dos 
mecanismos principales que permiten que esto ocurra. Por un lado, existe una barrera a 
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la difusión de O2 que está localizada en el córtex interno y restringe el paso del gas 
hacia la zona de infección. Por otro lado, la leghemoglobina (Lb) transporta el O2 hasta 
la membrana del simbiosoma, donde es liberado y difunde por el estrecho espacio 
peribacteroidal hasta alcanzar las oxidasas terminales del bacteroide. La elevada 
afinidad de las oxidasas por el O2 y su alto consumo respiratorio en los bacteroides 
favorecen que los niveles de O2 en torno al complejo nitrogenasa se mantengan bajos. 
 En el nódulo y otros órganos, como las raíces y hojas de todas las plantas, 
pueden existir diversas hemoglobinas (Hbs), que se denominan ‘no simbióticas’ para 
diferenciarlas de la Lb, cuya función está vinculada exclusivamente al proceso 
simbiótico. Estas Hbs se describen a continuación. 
Figura 1.1. Esquema del proceso de nodulación. Se muestra además una micrografía 
electrónica donde pueden observarse células vegetales, simbiosomas y bacteroides [Adaptado 
de http://cropview.wordpress.com/tag/nitrogen-inoculation/]. 
Célula no 
infectada 
Bacteroides 
en célula  
infectada 
Bacteroides 
Nódulo 
Pelos radiculares 
Células 
corticales 
Rizobios 
Canal de infección 
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1.2. Estructura de las hemoglobinas 
 
El término ‘hemoglobina’ se asocia rápidamente al transporte de O2 dentro de los 
eritrocitos en el sistema circulatorio de los animales. De hecho, las primeras Hbs 
encontradas fueron la Hb y la mioglobina (Mb) en la sangre y músculos, 
respectivamente, de los vertebrados. Por tanto, puede resultar sorprendente que las 
plantas también contengan este tipo de proteínas. El nombre hemoglobina proviene de 
la estructura globular asociada al grupo prostético hemo, el cual no sólo es capaz de 
unir O2 sino también otros gases diatómicos como monóxido de carbono (CO), óxido 
nítrico (NO) y sulfuro de hidrógeno (H2S), e incluso moléculas orgánicas como el ácido 
nicotínico o ciertos lípidos de membrana (Appleby y cols, 1973; D’Angelo y cols, 2004; 
Rinaldi y cols, 2006). 
La concentración de Hb en los eritrocitos se encuentra en el rango de 10 mM, 
mientras que la Mb en el músculo esquelético está en el rango sub-milimolar. En las 
plantas, la primera Hb se descubrió en los nódulos de las leguminosas. En ellos, la Lb 
desempeña una función esencial, facilitando la difusión de O2 a los bacteroides e 
impidiendo la inactivación irreversible de la nitrogenasa, tal como se ha indicado 
anteriormente. La concentración de Lb en los nódulos puede alcanzar 1-3 mM, lo que 
les confiere un característico color rojo. Por otro lado, las plantas también producen 
Hbs con funciones no simbióticas, pero sus concentraciones están en el rango de 100 
nM (condiciones normales) a 5-20 µM (tras ser inducidas por varios tipos de estrés u 
hormonas), en cualquier caso niveles muy bajos para ser apreciables por el color (Gupta 
y cols, 2011). 
Las Hbs de procariotas, protozoos, plantas y animales pueden tener distintas 
estructuras y funciones. Por ejemplo, pueden ser monómeros, dímeros o estructuras 
multiméricas muy grandes, y pueden encontrarse en distintos lugares dentro de un 
organismo. La mayor parte de los organismos tienen varias Hbs diferentes. El hecho de 
que las Hbs estén presentes en la mayoría de los seres vivos sugiere que son proteínas 
multifuncionales y que resultan vitales para la supervivencia de las especies y su 
adaptación a distintas condiciones (Weber y Vinogradov, 2001). 
El monómero de Hb se caracteriza por presentar un plegamiento globular 
constituido por seis a diez α-hélices dispuestas en torno al grupo prostético hemo. El 
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grupo hemo consiste en una protoporfirina IX, con un tetrapirrol cíclico hidrofóbico con 
los electrones deslocalizados, y un átomo de hierro en el centro del tetrapirrol, que 
puede existir en dos formas: ferrosa (Fe2+) o férrica (Fe3+). El hierro, con seis posibles 
enlaces de coordinación, tiene ocupados cuatro de ellos con los nitrógenos pirrólicos, 
mientras que la quinta posición corresponde a un enlace coordinado con la His proximal 
(HP). La sexta posición de las Hbs se establece con los ligandos y/o con una His distal 
(HD) que interviene en la regulación de la unión de dichos ligandos (ver apartado 1.2.1). 
Dicha unión depende, en gran parte, del estado de oxidación del hierro. Así, sólo las Hbs 
con el hierro en forma Fe2+ (ferro-Hbs) son capaces de unirse al O2 o al CO, mientras 
que el cianuro se une a las Hbs con hierro en forma Fe3+ (meta-Hbs o ferri-Hbs) y el NO 
se une principalmente al Fe2+ y mucho menos eficientemente al Fe3+ (Kakar y cols, 
2010). Por otra parte, las Lbs son capaces de unir moléculas orgánicas como el 
nicotinato cuando el hemo está tanto en forma Fe2+ como Fe3+, aunque este hecho no 
parece tener relevancia fisiológica (Appleby y cols, 1973). Se desconoce si las Hbs no 
simbióticas son capaces de unir nicotinato. El plegamiento globular alrededor del hemo 
sirve para tres propósitos importantes: aumenta la solubilidad del grupo prostético, 
evita en cierta medida la oxidación del hierro a su estado inactivo (Fe3+) para la unión 
con O2, y regula la unión de los ligandos. Por ejemplo, la HD de la Mb forma un enlace 
de hidrógeno con el O2 unido para estabilizarlo. Esto mismo ayuda también a 
discriminar el O2 frente a otros ligandos como el CO. Por otro lado, la Lb estabiliza el 
ligando unido evitando la formación de enlaces de hidrógeno con la HP (Kundu y cols, 
2003). 
 
1.2.1. Hemoglobinas pentacoordinadas y hexacoordinadas 
 
Atendiendo a la coordinación del hierro del hemo, las Hbs pueden dividirse en dos 
grupos. Las Hbs pentacoordinadas presentan una HP en la quinta posición del hemo, 
dejando disponible la sexta posición para la unión de ligandos externos. Ejemplos de 
este tipo son la Hb de eritrocitos, la Mb muscular y las Lbs de leguminosas. En cambio, 
las Hbs hexacoordinadas tienen el hierro coordinado tanto con la HP como con la HD 
(que ocupa la sexta posición), de forma similar a lo que ocurre en el sitio activo del 
citocromo b5 (Kakar y cols, 2010). Típicas Hbs de esta clase son la neuroglobina y 
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citoglobina humanas (Burmester y cols, 2000; Burmester y cols, 2002). En estas Hbs, 
mientras que la HP está unida fuertemente al hierro, la coordinación de la HD es 
reversible y muy variable, lo que permite la unión de ligandos exógenos (Fig. 1.2). 
Además, las Hbs hexacoordinadas suelen tener una cierta proporción de moléculas con 
el hemo pentacoordinado (Trent y Hargrove, 2002). 
A diferencia de la Mb y Lb, se cree que las Hbs hexacoordinadas no están 
involucradas en el transporte de O2 básicamente por dos razones. Primera, sus 
constantes de disociación de O2 (koff) son significativamente menores que las de las 
pentacoordinadas (Mb de esperma de ballena: 15 s-1; Lb de soja: 5,6 s-1; Hb de arroz: 
0,038 s-1) (Hargrove y cols, 2000). Segunda, sus concentraciones in vivo están en el 
rango nM-M, lo que implica que no son buenos candidatos para facilitar la difusión de 
O2. La primera Hb hexacoordinada fue descubierta en cebada (Taylor y cols, 1994) y 
desde entonces estas Hbs se han descrito también en bacterias y vertebrados. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
1.2.2. Clases de hemoglobinas de plantas 
 
Las Hbs de plantas superiores constituyen un grupo diverso y atendiendo a su filogenia 
se han clasificado en tres tipos. Las Hbs de clase 1 (Glb1) presentan una afinidad 
extremadamente alta por el O2 (KO2 2 nM) (Smagghe y cols, 2009) y su principal 
función parece estar relacionada con la modulación de la concentración de NO (Gupta e 
Figura 1.2. Coordinación de las HP y HD en un hemo pentacoordinado y hexacoordinado 
[Adaptado de Gupta y cols, 2011]. 
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Igamberdiev, 2011). Las Hbs de clase 2 (Glb2) presentan una menor afinidad por el O2 
(KO2 150 nM) (Dordas, 2009) y se ha propuesto que podrían facilitar el suministro de 
O2 a los tejidos en desarrollo (Vigeolas y cols, 2011). Las Hbs simbióticas pueden 
considerarse una subclase de éstas, que han adquirido propiedades estructurales 
específicas que hacen posible la simbiosis con bacterias fijadoras de N2 a través del 
control de los niveles de O2. Hay, no obstante, unas pocas hemoglobinas simbióticas 
(como la de Parasponia andersonii) que se originaron a partir de las Glb1. Las Hbs de 
clase 3 o ‘truncadas’ (Glb3 o trHbs) representan un grupo con una similitud muy baja a 
las de clase 1 y clase 2, y con una baja afinidad por el O2 (KO2 1500 nM) (Watts y cols, 
2001; Fig. 1.3). 
Una propiedad bioquímica importante que define a las Glb3 es que presentan 
una estructura ‘2-on-2’, al contrario que el resto de las Hbs, que poseen una estructura 
típica ‘3-on-3’ consistente en tres α-hélices plegadas sobre cada uno de los lados del 
grupo hemo. Las Glb3 presentan una HP, mientras que la HD puede estar sustituida por 
otro aminoácido (Wittenberg y cols, 2002). En plantas, este tipo de Hbs fue descrito por 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 1.3. Esquema de la clasificación de las hemoglobinas de plantas basado en su origen 
evolutivo y propiedades estructurales. 
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primera vez en el alga verde unicelular Chlamydomonas eugametos y contiene una Gln 
remplazando a la HD (Couture y cols, 1994). En Arabidopsis (Arabidopsis thaliana) se ha 
identificado un gen que codifica una de estas proteínas y que se expresa en las raíces y 
en la parte aérea de la planta. Esta proteína Glb3 es pentacoordinada pero, en su 
estado desoxigenado, adquiere una conformación transitoria hexacoordinada (Hoy y 
Hargrove, 2008). 
A pesar de que la clasificación de las Hbs de plantas en virtud de la coordinación 
del hemo y de su papel simbiótico o no simbiótico es útil, no refleja su origen evolutivo 
ni sus propiedades estructurales. Desde el descubrimiento de las Hbs no simbióticas de 
plantas, con la descripción de una Hb simbiótica ‘inusual’ en P. andersonii por Appleby y 
cols (1983), se han detectado otros genes de globinas vegetales. El análisis filogenético 
distingue claramente a estas proteínas en tres clados, designados como clases 1, 2 y 3 
(Fig. 1.4). En las de clase 2 y, en menor medida, en las de clase 1, la evolución tuvo lugar 
desde Hbs no simbióticas hexacoordinadas hacia Hbs simbióticas pentacoordinadas. 
Con la limitación que supone la poca información disponible, se puede concluir que, 
aparentemente, los mayores niveles de hexacoordinación se dan en las Hbs de clase 2 y 
los menores en las de clase 1. Las Hbs no simbióticas de las briofitas se clasifican como 
clase 0, y las de musgos como Physcomitrella patens son de las más antiguas de las 
caracterizadas hasta el momento (Vázquez-Limón y cols, 2012). 
El análisis comparativo de las secuencias génicas de las Hbs de clase 1 y clase 2 
con otras Hbs muestra que no están relacionadas cercanamente con la Mb y Hb de 
vertebrados, mientras que la estructura primaria de las Hbs de clase 3 sugiere que estas 
proteínas están más estrechamente relacionadas con las Hbs bacterianas (Watts y cols, 
2001). 
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Figura 1.4. Árbol filogenético en el que se distinguen claramente las tres clases de globinas de 
plantas, mostrando las proteínas hexacoordinadas (*). La evolución hacia las Hbs simbióticas 
corresponde a la transición al estado pentacoordinado (   ). La Hb de P. andersonii presenta una 
subunidad pentacoordinada y otra hexacoordinada. El estado de coordinación de las globinas no 
señaladas con símbolos es desconocido [Adaptado de Gupta y cols, 2011]. 
Pentacoordinada Hexacoordinada 
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1.3. Funciones de las hemoglobinas 
 
Las Hbs se encuentran en todos los grupos de organismos, incluyendo procariotas, 
hongos, plantas y animales. Además del transporte de O2, pueden llevar a cabo distintas 
funciones, desde el control de la concentración de NO hasta la catálisis de reacciones 
redox. 
La primera Hb de plantas que se describió fue la Lb de nódulos de soja (Kubo, 
1939), hallazgo que posteriormente se hizo extensivo a otras leguminosas. Esto llevó a 
pensar que las Lbs desempeñan funciones asociadas con la simbiosis rizobio-
leguminosa, probablemente debido a la capacidad de estas hemoproteínas para unir y 
transportar O2. Sin embargo, la subsiguiente identificación de Hbs en especies vegetales 
muy distantes, tales como la cebada (Taylor y cols, 1994) y Arabidopsis (Hunt y cols, 
2002), reveló que las Hbs llevan a cabo también funciones no relacionadas con la 
simbiosis. La amplia distribución y diversidad de los genes de las Hbs apoya 
fuertemente la hipótesis de que estos genes descienden de un gen ancestral común. 
Por tanto, las distintas funciones de las Hbs serían consecuencia de la adquisición de 
nuevas funciones de un gen estructural pre-existente, lo cual requiere cambios no sólo 
en las regiones codificantes sino también en sus elementos reguladores (Hardison, 
1998). 
 
1.3.1. Hemoglobinas de clase 1 de plantas 
 
Las propiedades y funciones de las Glb1 están determinadas, en gran medida, por la 
elevada afinidad que tienen por el O2 en comparación con otras Hbs. Esto se debe a 
que, aunque las Glb1 poseen constantes de asociación (kon) de O2 comparables a la Mb 
y un orden de magnitud menor a la Lb (Duff y cols, 1997), dichas proteínas muestran 
constantes de disociación (koff) de O2 extremadamente lentas. El resultado es que las 
constantes de equilibrio o afinidad (K= koff/kon) de, por ejemplo, las Hbs de cebada y 
arroz son 0,5-3 nM. Esta elevada afinidad por el O2, debida fundamentalmente a una 
lenta disociación del ligando, hace improbable que las Hbs de clase 1 actúen como 
transportadores o sensores de O2 (Hill, 1998). 
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La expresión de las Glb1 aumenta en condiciones de hipoxia (Guy y cols, 2002; 
Hunt y cols, 2002), tras el suministro de sacarosa a la planta (Hunt y cols, 2001), o 
cuando la fosforilación oxidativa mitocondrial se encuentra inhibida (Nie y Hill, 1997). 
Una de las principales funciones de estas Hbs es la modulación de la concentración de 
NO (Gupta e Igamberdiev, 2011). Esta función es importante ya que el NO es una 
molécula señal en las respuestas de la planta a distintos tipos de estrés, tanto biótico 
como abiótico. Es más, el NO controla muchos procesos del desarrollo, tales como la 
dormancia de las semillas (Bethke y cols, 2006) y la formación de raíces secundarias 
(Correa-Aragunde y cols, 2004). 
La producción de energía en las células en condiciones de hipoxia se logra 
principalmente a través de la glucólisis. En plantas sometidas a hipoxia se ha propuesto 
un mecanismo alternativo a las vías de fermentación clásicas (formación de etanol y 
lactato) para la reoxidación de NADH a NAD+ que involucra a las Glb1. Este mecanismo, 
denominado ciclo Hb/NO (Igamberdiev y Hill, 2004), se explica detalladamente en la 
Fig. 1.5. Para que el ciclo sea operativo, tienen que producirse esencialmente tres tipos 
de reacciones: (a) la actividad NO dioxigenasa (NOD) de la Hb, en la que su forma 
ferrosa oxigenada (oxiHb o Hb2+O2) reacciona con el NO para producir nitrato (NO3¯) y 
meta-Hb (Hb3+); (b) la reducción del NO3¯ a nitrito (NO2¯) y NO por las nitrato 
reductasas (NRs) y la nitrito/NO reductasa (NiNOR); y (c) la reducción de la Hb3+ de 
nuevo a la forma activa Hb2+ por una enzima o sistema no enzimático. Tanto la 
reducción del NO3¯
 y NO2¯ como la regeneración de la Hb
2+ consumen NAD(P)H y 
producen NAD(P)+, que queda de esta forma disponible para el proceso glucolítico 
(Igamberdiev y Hill, 2004). Además de proveer NAD(P)+ para la glucólisis, este ciclo sería 
muy útil para impedir la acumulación de niveles tóxicos de NO durante la hipoxia 
(Igamberdiev y Hill, 2004). La participación de las Hbs de clase 1 en este ciclo durante la 
hipoxia es apoyada por los experimentos de Hunt y cols (2002), quienes observaron una 
mayor tasa de supervivencia de las plantas transgénicas que sobreexpresaban de forma 
constitutiva la Glb1 con respecto a las plantas control. 
Por otro lado, el hecho de que las Hbs no simbióticas también se expresen en 
condiciones normóxicas sugiere una posible función durante el desarrollo. Además de 
en las raíces, tanto la Glb1 como la Glb2 de Arabidopsis se expresan en los hidatodos, 
las inflorescencias  y  los  meristemos apicales de los  tallos (Hebelstrup y cols, 2006).  
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Asimismo, la alteración en la expresión de estos genes causa cambios fenotípicos muy 
marcados durante el desarrollo posembriogénico. La formación de rosetas aéreas en los 
meristemos apicales y el retardo en la floración que se observa en líneas donde se 
suprimió la expresión de Glb1 (Hebelstrup y Jensen, 2008) sugiere la participación de las 
Hbs en el desarrollo y función de los tallos. 
 
 
 
 
Figura 1.5. Participación del ciclo Hb/NO en la oxidación del NAD(P)H durante la hipoxia. El NO3
-
puede ser reducido a NO2
- 
tanto por la nitrato reductasa citosólica (cNR), como por la nitrato 
reductasa de la membrana plasmática (PM-NR). Sólo una parte del NO2
-
 formado puede ser 
reducido a amonio (línea gris). Una reacción secundaria de la cNR o de la nitrito-NO reductasa 
de la membrana plasmática (Ni-NOR) oxida el NO2
-
 a NO. El NO es convertido en NO3
-
 por la 
reacción NOD de la oxihemoglobina [Hb
2+
O2], la cual revierte a meta-Hb [Hb
3+
]. La alta afinidad 
de Hb
2+
 por el O2 resulta en su inmediata oxigenación, incluso a muy bajas concentraciones de 
O2. Las reacciones dependientes de la cNR se muestran en verde, y las relacionadas con la PM-
NR y Ni-NOR en rojo. Abreviaturas: SDH, succinato deshidrogenasa; MetHb-R, meta-
hemoglobina reductasa [Adaptado de Igamberdiev y Hill, 2004]. 
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1.3.2. Hemoglobinas de clase 2 de plantas 
 
Existe poca información sobre la función de las Glb2 en plantas. En Arabidopsis, la 
expresión de la Glb2 se incrementa en respuesta a baja temperatura (Trevaskis y cols, 
1997) y a la hormona citoquinina (Hunt y cols, 2001). Sin embargo, contrariamente a la 
Glb1, la disminución del nivel de expresión de la proteína Glb2 no ocasiona efectos 
notorios en el crecimiento y desarrollo de Arabidopsis (Hebelstrup y cols, 2006). 
El análisis del patrón de expresión muestra una expresión preferencial de la 
Glb2 en hojas jóvenes, haces vasculares, flores, semillas en desarrollo y frutos 
inmaduros (Hunt y cols, 2002; Wang y cols, 2003). Esto sugiere una posible función de la 
proteína en tejidos que normalmente tienen una actividad metabólica y una demanda 
energética alta. Vigeolas y cols (2011) observaron que la sobreexpresión de la Glb2 de 
Arabidopsis provoca un aumento en el contenido lipídico de las semillas, mediado en su 
mayor parte por un incremento del contenido de ácidos grasos insaturados. De esta 
forma, proponen una función específica de las Hbs de clase 2 promoviendo la 
acumulación de este tipo de ácidos grasos, que tienen una importante función en la 
respuesta de la planta al frío, quizás mediante un aumento en la disponibilidad de O2 en 
las semillas en desarrollo. 
  En cuanto a las Hbs simbióticas, se ha visto que la Lb resulta indispensable para 
el proceso de fijación de N2, ya que permite un suministro de O2 bajo y controlado a los 
rizobios, impidiendo por tanto la inactivación irreversible de la nitrogenasa (Ott y cols, 
2005). Esta misma función no puede excluirse para las Hbs de clase 2, ya que las 
características de la unión con el O2 son comparables a las de la Lb. 
 
1.3.3. Hemoglobinas de clase 3 de plantas 
 
A pesar de que es muy escasa la información disponible sobre las funciones de las Glb3 
o trHbs en plantas, algunas de sus homólogas bacterianas contribuyen a la tolerancia a 
estrés nitrosativo (Wittenberg y cols, 2002; Angelo y cols, 2008). Por ejemplo, Ouellet y 
cols (2002) demostraron que las trHbs bacterianas son capaces de eliminar de forma 
muy eficiente el efecto tóxico del NO, como es el caso de la trHb de Mycobacterium 
bovis, que lo hace 20 veces más rápido que la Mb. Estos mismos autores proponen, 
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considerando el hecho de que las propiedades estructurales de las trHbs están muy 
conservadas en las distintas especies, que posiblemente todas las trHbs cumplan una 
función en el metabolismo de NO. No obstante, sería importante determinar si todas 
las trHbs son capaces de metabolizar el NO eficientemente y si algunas de ellas 
catalizan nuevas reacciones con funciones especializadas. 
Se ha observado en el alga verde unicelular C. eugametos que la trHb se induce 
cuando la fotosíntesis es activa, y que la proteína se localiza, en parte, en las 
membranas tilacoidales (Couture y cols, 1994). La trHb soluble de la cianobacteria 
Nostoc commune se localiza en la cara citoplasmática de la membrana celular y se 
expresa únicamente en condiciones anaeróbicas (Hill y cols, 1996; Thorsteinsson y cols, 
1999). Además, el gen que codifica esta trHb se expresa conjuntamente con los genes 
relacionados con la fijación de N2 (Thorsteinsson y cols, 1999). En la leguminosa modelo 
Medicago truncatula se han estudiado dos genes Glb3, y su función parece estar 
relacionada con la simbiosis, suprimiendo la respuesta defensiva inicial de la planta al 
unirse con el NO (Vieweg y cols, 2005). Este mismo papel se ha propuesto para la Glb3 
de Datisca glomerata en su interacción con Frankia (Pawlowski y cols, 2007). Además, 
el gen Glb3 de Arabidopsis disminuye su expresión en respuesta a hipoxia, lo que 
sugiere que la función de la proteína no está relacionada con el transporte o 
señalización de O2 (Watts y cols, 2001). 
 
1.3.4. Localización de las hemoglobinas no simbióticas 
 
En cuanto a la localización tisular, las Glb1 se han encontrado en semillas (Hunt y cols, 
2001), en raíces de especies herbáceas (Wang y cols, 2003), en hojas y flores 
(Hebelstrup y cols, 2006) y en tejido meristemático (Hebelstrup y Jensen, 2008). En 
Arabidopsis, un estudio en el que se fusionó el promotor de una Glb2 de arroz con GUS 
mostró que el gen se expresa en raíces, en la zona vascular de hojas jóvenes, en flores y 
en la unión del tallo con el pedicelo (Ross y cols, 2004). En la legimunosa modelo Lotus 
japonicus, las tres clases de Hbs no simbióticas y truncadas se expresan en niveles muy 
altos en los nódulos en comparación con los restantes órganos de la planta (Bustos-
Sanmamed y cols, 2011). La Glb1-2 (subclase de las Glb1) presenta un expresión 
considerablemente mayor en hojas que la Glb1-1, mientras que la Glb3-1 (subclase de 
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las Glb3) muestra una expresión elevada únicamente en nódulos, a diferencia de la 
Glb3-2 que se expresa de forma casi uniforme en toda la planta. La expresión de estos 
genes se localizó en los haces vasculares, en el córtex y en la zona infectada (Bustos-
Sanmamed y cols, 2011). 
Con respecto a la localización subcelular, en un principio era previsible que las 
Hbs no simbióticas y truncadas se encuentren en el citoplasma, ya que carecen de 
péptidos señal que las dirijan a los distintos organelos o al exterior de la célula. Sin 
embargo, y a pesar de que aún sigue existiendo confusión al respecto, algunos trabajos 
en los que se han empleado construcciones GFP-Hb y anticuerpos han permitido 
localizar las Glb1 en el núcleo y citoplasma (Seregélyes y cols, 2000; Qu y cols, 2005; 
Hebelstrup y cols, 2007), en el citoplasma (Ross y cols, 2001) o en los plastidios 
(Smagghe y cols, 2007). 
 
 
1.4. Hemoglobinas y especies reactivas de oxígeno 
 
Las especies reactivas de oxígeno (ROS) son moléculas derivadas en último término del 
O2, que pueden reaccionar con virtualmente todo tipo de moléculas, especialmente 
lípidos, proteínas y ácidos nucleicos, hasta el punto de causar una disfunción 
metabólica irreparable o la muerte celular (Karuppanapandian y cols, 2011). No 
obstante, como se indicará a continuación, las ROS, a concentraciones estrictamente 
controladas, son esenciales para ciertas funciones celulares. Las ROS incluyen radicales 
libres, como el radical superóxido (O2˙¯) y radical hidroxilo (˙OH), y no radicales libres, 
como el peróxido de hidrógeno (H2O2) y oxígeno singlete (
1O2). Las moléculas más 
reactivas son el radical ˙OH y el 1O2. 
Las ROS intervienen en diversos procesos fisiológicos y cada una de ellas tiene 
propiedades químicas intrínsecas distintas, lo que determina su reactividad y sus dianas 
biológicas preferidas (Glasauer y Chandel, 2013). En una primera reacción, el O2 forma 
O2˙¯ o la especie protonada del mismo, el hidroperóxido (HO2
.-), ambos con un tiempo 
de vida corto (2-4 µs). El O2˙¯ puede inactivar distintas enzimas que contienen átomos 
de Fe o S, mientras que el HO2˙¯ se forma a pH ácido y está implicado en la oxidación de 
lípidos al captar protones de los ácidos grasos poliinsaturados (Van Breusegem y cols, 
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2001). A continuación, el O2˙¯
 es rápidamente convertido en H2O2 por las superóxido 
dismutasas (SODs), el cual puede incidir en el proceso de señalización celular mediante 
la interacción con los grupos tioles de las proteínas (Halliwell, 2006). A diferencia del 
O2˙¯, el H2O2 es relativamente estable y puede difundir a través de las membranas, 
característica que convierte a esta ROS en una molécula de señalización intracelular 
ideal. En presencia de iones Fe2+ o Cu+, el O2˙¯ y el H2O2 interactúan, mediante la 
reacción de Haber-Weiss, produciendo el radical ˙OH, que es una especie 
extremadamente oxidante (Halliwell y Gutteridge, 2007). 
Fe3+ + O2˙¯   →   Fe
2+ + O2 
Fe2+ + H2O2    →   ˙OH + OH
– + Fe3+ 
En condiciones normales, los niveles de ROS se mantienen muy bajos mediante 
varios sistemas antioxidantes (Foyer y Noctor, 2005). En las plantas, distintas 
condiciones ambientales adversas, tales como alta intensidad lumínica, salinidad, 
sequía y ataque por patógenos, inducen la sobreproducción de ROS, que no puede ser 
contrarrestada por las defensas antioxidantes, lo que causa daño oxidativo en las 
células. Por otro lado, hay evidencia de que las ROS pueden actuar como moléculas 
señalizadoras involucradas en la regulación del desarrollo, en la percepción y respuesta 
a estrés abiótico y en la defensa frente a patógenos (Mittler y cols, 2004). El delicado 
balance entre la producción y la eliminación de las ROS, esencial para sus funciones 
reguladoras, parece estar orquestado por una amplia red de genes denominada ‘ROS 
gene network’ que incluye al menos 152 genes en Arabidopsis (Mittler y cols, 2004). 
Las ROS pueden intervenir en la señalización a tres niveles: (i) siendo detectadas 
por sensores y activando una cascada de señalización que conduce a la modificación de 
la expresión génica; (ii) activando o inactivando algún componente de la cascada de 
señalización por un proceso de oxidación; y (iii) actuando directamente sobre factores 
de transcripción y por consiguiente modulando la expresión génica (Mittler y cols, 2004; 
Scandalios, 2005). 
En las plantas, los principales procesos metabólicos donde se generan ROS son 
la respiración, la fotosíntesis y el metabolismo peroxisomal. Además, en las 
leguminosas también se producen ROS durante el proceso de fijación de N2. Los 
nódulos tienen un elevado potencial para formar ROS por la elevada tasa respiratoria 
de mitocondrias y bacteroides, aunque probablemente la principal fuente de ROS sea la 
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Lb (Becana y Klucas, 1992; Günther y cols, 2007; Fig. 1.6). Estos últimos autores 
demostraron, utilizando líneas transgénicas de L. japonicus en las que se había 
silenciado la expresión de Lb mediante RNA de interferencia, que los nódulos 
deficientes en Lb mostraban niveles de H2O2 inferiores a los nódulos control. 
Como otras Hbs, la oxileghemoglobina (Lb2+O2) se autooxida espontáneamente 
para formar Lb férrica o meta-Lb (Lb3+) y O2˙¯, especialmente en las condiciones de pH 
ligeramente ácido de los nódulos. El O2˙¯ liberado puede a su vez oxidar otras moléculas  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 1.6. Reacciones redox que involucran Lb y formación de ROS. (1) Oxigenación reversible 
de Lb
2+ 
a Lb
2+
O2. (2) Autooxidación de Lb
2+
O2 a Lb
3+
, con formación de O2˙¯. (3) Oxidación de Lb
2+
 
a Lb
3+
 por O2˙¯ o nitrito. (4) Reducción de Lb
3+
 a Lb
2+
 por medio de la ferri-Lb reductasa (FLbR) o 
un sistema NAD(P)H + flavinas. (5) Oxidación de Lb
3+
 a Lb
IV
 y radicales de Lb por 
concentraciones moderadas de H2O2. Estos radicales de Lb pueden iniciar la peroxidación de 
lípidos. (6) Ruptura del hemo de Lb
2+
O2 y Lb
3+
 por altas concentraciones de H2O2, con liberación 
de Fe. (7) Reducción de Lb
IV
 por ascorbato (ASC) y compuestos tiol. (8) Quenching de los 
radicales de Lb a Lb dimérica y pigmentos verdes. (9) Inhibición de la formación de los dímeros 
y pigmentos verdes por ASC y tioles. (10) Dismutación del radical O2˙¯ a H2O2 por la SOD. (11) 
Liberación de Fe por la degradación de metaloproteínas durante la senescencia del nódulo. (12) 
Reciclado de Fe
2+
 a partir de Fe
3+
 por el radical O2˙¯ (produciendo O2) o por ASC (produciendo 
deshidroascorbato (DHA)). (13) Reducción de H2O2 a ˙OH catalizado por Fe
2+
 (reacción Fenton). 
El radical ˙OH resultante puede atacar oxidativamente casi todos los componentes celulares 
(lípidos, proteínas, ácidos nucleicos) [Adaptado de Becana y cols, 2000]. 
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de Lb2+O2 a Lb
3+, lo que potencia la inactivación de la Lb ferrosa (Lb2+) y la Lb2+O2. La 
Lb2+O2 y la Lb
3+ también pueden ser oxidadas por H2O2. La reacción entre el H2O2 y la 
Lb2+O2 o Lb
3+, en proporciones equimolares, forma ferril Lb (LbIV), una forma estable 
pero inactiva de Lb (Aviram y cols, 1978; Sievers y Rönnberg, 1978). Con proporciones 
Lb:H2O2 de 1:2 se pueden formar radicales en los residuos de Tyr de la proteína, que 
reaccionan formando dos tipos de compuestos: un derivado verde, originado por la 
unión covalente del hemo con la apoproteína, y una Lb dimérica, originada mediante un 
enlace Tyr-Tyr intermolecular (Moreau y cols, 1995). Concentraciones de Lb:H2O2 de 
1:10 provocan la ruptura del hemo con liberación de Fe, que puede catalizar reacciones 
Fenton (Puppo y Halliwell, 1988). Estas reacciones son potencialmente dañinas ya que 
el H2O2 es reducido a radicales ˙OH por trazas de Fe2+ (Becana y cols, 2000; Fig. 1.6). 
 
 
1.5. Hemoglobinas y especies reactivas de nitrógeno 
 
El término ‘especies reactivas de nitrógeno’ (RNS) se utiliza para designar al NO y a 
otras moléculas relacionadas como el peroxinitrito (ONOO¯), el dióxido de nitrógeno 
(NO2), el trióxido de dinitrógeno (N2O3) y los S-nitrosotioles (SNOs). Al igual que las ROS, 
las RNS pueden ser moderadamente (NO, SNOs) o altamente (ONOO¯, NO2) reactivas. 
Las RNS presentan funciones relevantes en múltiples procesos esenciales de las células 
animales y vegetales. Estas moléculas, de forma directa o indirecta, están involucradas 
en la modificación postraduccional de proteínas, que intervienen en el proceso de 
señalización celular tanto en condiciones fisiológicas como patológicas. Dichas 
modificaciones incluyen la nitrosilación de grupos metálicos y de Cys y la nitración de 
Tyr (Gow y cols, 2004; Fig. 1.7). 
El NO es un radical libre gaseoso, característica que le confiere propiedades 
especiales. Puede reaccionar con proteínas, lípidos y ácidos nucleicos, y es capaz de 
difundir a través de las membranas celulares. Presenta gran reactividad con el O2, el 
O2˙¯, metales de transición y otros derivados nitrogenados. Su reacción con el O2˙¯
 
produce ONOO¯. Además, la pérdida de un electrón de la molécula de NO genera el 
catión nitrosonio (NO+), y la adición de un electrón, el radical nitroxilo (NO¯)  (Beligni  y  
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Lamattina, 1999). Frecuentemente en la bibliografía el término NO en realidad designa 
tanto al NO como a los iones NO+ y NO¯. 
En las plantas superiores, la producción endógena de NO fue demostrada por 
primera vez en soja (Keppler, 1979), comprobándose luego que este proceso ocurría en 
todas las especies vegetales (Wildt y cols, 1997). El NO es un gas que juega un papel 
fundamental controlando distintas etapas del crecimiento y desarrollo de la planta, 
tales como la germinación de las semillas, el crecimiento de las raíces primarias y 
laterales, la floración, la regulación del crecimiento del tubo polínico, la maduración del 
fruto, la senescencia y la respuesta al estrés abiótico. También es una molécula 
señalizadora clave en distintos procesos intracelulares (Corpas y cols, 2009) y en la 
defensa de la planta frente al ataque por patógenos (Delledonne y cols, 1998). 
En animales, la mayor parte del NO producido se debe a la enzima óxido nítrico 
sintasa (NOS; EC 1.14.13.39; Moncada y cols, 1991) a través de un mecanismo 
Figura 1.7. Modificaciones postraduccionales mediadas por NO. (1) La S-nitrosilación de una Cys 
lleva a la formación reversible de un S-nitrosotiol (enlace S-NO) y puede también promover o 
inhibir la formación de enlaces disulfuros con tioles cercanos. (2) El radical NO puede donar 
electrones y, por tanto, reacciona con metales de transición. La interacción covalente reversible 
del NO con los centros metálicos (M) produce metaloproteínas nitrosiladas (M-NO). (3) La 
nitración de Tyr está mediada por especies derivadas del NO, principalmente el ONOO¯, que se 
forma en presencia de O2˙¯. La nitración ocurre en uno de los carbonos equivalentes (C3) en el 
anillo aromático de los residuos de Tyr, generando 3-NO2-Tyr [Adaptado de Besson-Bard y cols, 
2008]. 
Introducción 
20 
 
dependiente de NADPH y O2 y en el cual la L-arginina se oxida a citrulina y NO. En 
plantas superiores no se han detectado secuencias codificantes de una NOS genuina. 
Sin embargo, Foresi y cols (2010) han identificado una NOS funcional en el alga verde 
Ostreococcus tauri, que presenta un 40% de similitud con las NOS humanas y contiene 
los dominios oxigenasa y reductasa clásicos. De todas formas, sigue siendo 
controvertida la existencia de una enzima NOS en plantas (Fröhlich y Durner, 2011). Con 
la excepción de la NOS de O. tauri, aún se cuestiona la identidad de la(s) enzima(s) que 
catalizan esta actividad en las plantas y, debido a que las dianas moleculares de los 
inhibidores de las NOS de mamíferos se desconocen en las plantas, se cuestiona su 
especificidad (Rasul y cols, 2012). 
En las plantas, el NO se puede formar por la nitrato reductasa (Desikan y cols, 
2002), la reducción no enzimática del NO2
- a pH ácido en al apoplasto (Bethke y cols, 
2004) y la reducción de NO2
- por la cadena de transporte electrónico mitocondrial como 
aceptor de electrones alternativo al O2 (Planchet y cols, 2005). No obstante, aún no está 
todavía claro cómo estos mecanismos de síntesis de NO se integran para permitir el 
correcto desarrollo y las respuestas de la planta a los distintos factores ambientales. 
Además, el principal mecanismo de control de la función celular por el NO en las 
plantas aún debe ser elucidado (Wang y cols, 2006). En cambio, en los animales el 
modo de acción del NO puede ser a través de: (i) la señalización ‘clásica’ dependiente 
de la guanilato ciclasa soluble y enzimas relacionadas; (ii) la señalización mediante la 
inhibición de la citocromo c oxidasa mitocondrial; y (iii) la señalización independiente 
de cGMP (Kovacs y Lindermayr, 2013). 
 
1.5.1. Modificaciones postraduccionales: nitrosilación y nitración 
 
1.5.1.1. S-nitrosilación 
Esta modificación postraduccional reversible constituye un mecanismo de acción del 
NO y es muy importante para la regulación de la función de varias clases de proteínas, 
tanto estructurales como enzimáticas (Hess y cols, 2005). La S-nitrosilación consiste en 
la unión covalente de un grupo NO a un residuo de Cys de una proteína, lo que conduce 
a la formación de un S-nitrosotiol (SNO; Fig. 1.7). Este proceso está minuciosamente 
regulado en el tiempo y el espacio y, por tanto, confiere especificidad a los efectos del 
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NO, tanto en células animales (Stamler y cols, 1997) como vegetales (Lindermayr y 
Durner, 2009). 
 Se han propuesto varios mecanismos de S-nitrosilación, pero aún no está claro 
cuáles son operativos en las células vegetales. Los SNOs pueden formarse mediante la 
reacción de NO con radicales tiilo (S˙) generados por la oxidación de un tiolato vía, por 
ejemplo, NO2. Alternativamente, el NO2 puede combinarse primero con NO, formando 
N2O3 que puede reaccionar con una Cys. Otra posibilidad sería la transferencia de una 
molécula de NO desde el hemo a un grupo tiol libre. Una vez formados de novo, otro 
mecanismo fisiológico relevante para la formación de SNOs es la trans-nitrosilación, es 
decir, la transferencia de un NO desde una proteína S-nitrosilada a otra (Wang y cols, 
2006). El enlace S-NO que se forma durante la S-nitrosilación es muy lábil y sensible a la 
luz y al estado redox, por lo que puede perderse por la acción de reductores 
intracelulares como el GSH, ascorbato e iones metálicos reducidos (Astier y cols, 2011). 
 La Glb1 de Arabidopsis fue la primera proteína identificada como diana de S-
nitrosilación en plantas (Perazzolli y cols, 2004). Esta proteína se nitrosila in vitro e in 
vivo en plantas transgénicas que sobreexpresan el correspondiente mRNA. Según estos 
autores, la S-nitrosilación de la Glb1 representa una forma de eliminación de NO 
durante el estrés nitrosativo asociado a la hipoxia. Sin embargo, la disminución del NO 
libre causado por la sobreexpresión de Glb1 en Arabidopsis no afecta a la respuesta de 
hipersensibilidad desencadenada por patógenos, lo que sugiere que este efecto 
protector de la Glb1 podría estar restringido a determinados tipos de estrés. 
 Otros ejemplos de proteínas reguladas mediante S-nitrosilación en plantas son 
la peroxirredoxina IIE (PrxIIE) y la proteína de unión a ácido salicílico 3 (SABP3) de 
Arabidopsis, que se nitrosilan durante la respuesta de hipersensibilidad desencadenada 
por una cepa no virulenta de Pseudomonas syringae (Romero-Puertas y cols, 2008; 
Wang y cols, 2009). 
 
1.5.1.2. Nitrosilación de metaloproteínas 
El NO puede interactuar con los metales de transición de las metaloproteínas formando 
complejos metal-nitrosilo. De esta forma, el grupo NO es susceptible a ataques 
nucleofílicos o electrofílicos, dependiendo de la proteína a la que se haya unido (Ford, 
2010). En particular, debido a que el NO puede unirse con gran avidez al grupo hemo de 
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las Hbs, estas proteínas podrían jugar una importante función en el metabolismo del 
NO (Fig. 1.8). Se ha identificado nitrosil-Lb (LbNO) en nódulos de soja, alfalfa y ‘cowpea’
(Vigna unguiculata) (Maskel y cols, 1977; Kanayama y Yamamoto, 1990; Mathieu y cols, 
1998) y se ha propuesto que las Lbs, en sus formas Lb2+O2 y ferril Lb, actuarían 
protegiendo los nódulos frente a la toxicidad por NO y ONOO¯ en condiciones de estrés 
(Herold y Puppo, 2005). 
 
 
La interacción del NO con las Hbs no se limita a las Lbs. En particular, las formas 
oxigenadas de las Glb1 también poseen actividad NOD, es decir, catalizan la conversión 
dependiente de NAD(P)H de NO a NO3
-. Estudios con plantas y con células transgénicas 
de Arabidopsis y alfalfa indican que la resistencia al estrés nitrosativo aumenta cuando 
se sobreexpresa el gen Glb1, mientras que las plantas con el gen suprimido son más 
sensibles a aquellos estreses en los que hay un aumento en la producción de RNS, como 
es el caso de la hipoxia (Hunt y cols, 2002; Dordas y cols, 2003; Perazzolli y cols, 2004). 
En plantas de L. japonicus, la expresión del gen Glb1-1 se incrementa en respuesta a la 
simbiosis con Mesorhizobium loti, pero no cuando interacciona con microorganismos 
patógenos, por lo que se ha propuesto que la Glb1-1 elimina el NO producido en la 
respuesta inicial a la infección, permitiendo que se establezca la simbiosis (Nagata y 
cols, 2008). 
 
 
 
Figura 1.8. Metabolismo de NO por las Hbs [Tomado de Kundu y cols, 2003]. 
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1.5.1.3 Nitración 
La nitración de proteínas consiste en la introducción de un grupo nitro (-NO2) en 
algunos aminoácidos, especialmente Tyr o Trp. La mayoría de los estudios realizados 
tratan de la nitración de Tyr, que consiste en la adición de un -NO2 a uno de los dos 
carbonos en posición orto de su anillo aromático (Fig. 1.7). Se considera que la nitración 
de proteínas es un proceso selectivo. Las proteínas por lo general tienen 3-4 % de Tyr, 
pero sólo una o dos de éstas pueden resultar nitradas, dependiendo de diversos 
factores tales como la estructura proteica, el mecanismo de nitración y el ambiente en 
el que se encuentra la proteína (Bartesaghi y cols, 2007). Se ha demostrado que la 
nitración de Tyr es capaz de modificar la función de la proteína de varias formas, 
aunque la consecuencia más común de esta modificación postraduccional es la 
inhibición de la función de la proteína (Radi, 2004). En otros casos se ha encontrado que 
la nitración de una Tyr puede tanto prevenir como estimular fosforilaciones 
subsiguientes (Rayala y cols, 2007; Shi y cols, 2007). 
 Ciertas proteínas, como las Hbs, pueden llevar a cabo reacciones tipo 
peroxidasa. En presencia de H2O2, el NO2
- es oxidado por estas proteínas generando 
NO2 y otras RNS altamente reactivas que, a su vez, pueden reaccionar con otras dianas 
biológicas o con la propia Hb llevando a cabo la nitración de los residuos Tyr (Grzelak y 
cols, 2001). Así, Sakamoto y cols (2004) observaron que, de las tres Hbs no simbióticas y 
truncadas de Arabidopsis, la Glb1 es la más eficiente utilizando NO2
- para generar RNS. 
Estos autores proponen que la oxidación del NO2
- por la actividad peroxidasa de Hbs no 
simbióticas es otra vía potencial de generar RNS a partir del metabolismo primario del 
nitrógeno. En este contexto, destaca que Morot-Gaudry-Talarmain y cols (2002) 
observaran un aumento de los niveles de NO2-Tyr en líneas transgénicas de tabaco con 
baja expresión de NiR. Estas plantas presentaban niveles de emisión de NO, generado a 
partir de la NR, 100 veces mayores que las plantas de tipo salvaje. Otros autores 
detectaron proteínas nitradas en plantas tratadas con agentes nitrantes exógenos 
(Saito y cols, 2006), así como bajo condiciones fisiológicas normales (Chaki y cols, 2009) 
y tras la exposición a patógenos (Romero-Puertas y cols, 2007). 
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1.5.2. Metabolismo del nitrosoglutatión 
 
La gran variedad de fuentes y efectos biológicos del NO sugiere la necesidad y la 
importancia de los mecanismos de control de su concentración y por tanto de su 
reactividad y capacidad de señalización. Además de las Hbs (Fig. 1.8), una enzima clave 
involucrada en el metabolismo de NO es la nitrosoglutatión reductasa (GSNOR) (Malik y 
cols, 2011). Esta enzima fue identificada hace décadas como una formaldehído 
deshidrogenasa dependiente de GSH (FALDH), y es también conocida como alcohol 
deshidrogenasa de clase III (ADH3) por su homología con las alcohol deshidrogenasas. 
Esta enzima constituye la principal vía de metabolismo de formaldehído exógeno y 
endógeno en todos los organismos. Más recientemente, se demostró que la GSNOR es 
bifuncional, ya que reduce al GSNO produciendo glutatión oxidado (GSSG) y amonio (Liu 
y cols, 2001). El GSSG puede ser reducido por la glutatión reductasa y volver a entrar al 
reservorio de GSH (Fig. 1.9). La GSNOR está muy conservada y se ha encontrado en 
plantas monocotiledóneas y dicotiledóneas, donde interviene en el desarrollo, la 
fertilidad y la respuesta adaptativa al estrés abiótico y biótico (Leterrier y cols, 2011). En 
Arabidopsis hay un único gen GSNOR (AtGSNOR1), que regula los niveles celulares de 
nitrosotioles (Feechan y cols, 2005) y GSH (Espunya y cols, 2006), y es esencial para la 
termotolerancia y crecimiento en esta especie (Lee y cols, 2008). 
No existe evidencia, hasta el momento, de que la GSNOR esté regulada a través 
de S-nitrosilación; sin embargo, al controlar los niveles celulares de GSNO, esta enzima 
influye en la tasa general de S-nitrosilación. De acuerdo con esto, se ha observado un 
aumento o descenso en los niveles totales de S-nitrosilación proteica en plantas que 
presentan una actividad GSNOR reducida o aumentada, respectivamente (Feechan y 
cols, 2005). Existen dos trabajos que remarcan la importancia de la GSNOR y el NO en la 
resistencia al ataque por patógenos, aunque con resultados contradictorios. Feechan y 
cols (2005), mediante la inserción de T-DNA en el gen GSNOR de Arabidopsis, 
observaron un descenso en la resistencia a patógenos, mientras que Rustérucci y cols 
(2007), empleando plantas con GSNOR antisentido, observaron un aumento en dicha 
resistencia. Otros estudios han concluido que el NO puede reducir la muerte celular 
inducida por patógenos (Mur y cols, 2006). 
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A pesar de la importancia del GSNO en la respuesta defensiva, se dispone de 
muy escasa información sobre la interacción entre este nitrosotiol y las hormonas 
señalizadoras de estrés biótico como, por ejemplo, el ácido salicílico. Utilizando el 
mutante atgsnor1-3 de Arabidopsis, Feechan y cols (2005) observaron que el aumento 
de los niveles de GSNO se acompaña de una reducción en la acumulación de salicílico y 
de un aumento en la sensibilidad de la planta a varios microorganismos patógenos. 
Según Malik y cols (2011), la reducción de la concentración de salicílico está relacionada 
con la capacidad del GSNO de regular negativamente la expresión de genes que 
codifican proteínas involucradas en la biosíntesis de salicílico. 
 Wünsche y cols (2011) han demostrado que la GSNOR juega un papel 
importante en la resistencia de la planta frente al ataque de herbívoros y en la 
señalización mediada por jasmonato. Empleando plantas de Nicotiana attenuata con 
GSNOR silenciada mediante VIGS (‘virus-induced gene silencing system’), observaron 
Figura 1.9. Modelo esquemático del metabolismo de GSNO en plantas y su regulación mediante 
la GSNO reductasa (GSNOR). El NO reacciona con el glutatión reducido (GSH) en presencia de O2 
para formar S-nitrosoglutatión (GSNO). Este metabolito puede ser convertido a glutatión 
oxidado (GSSG) y a amonio por la GSNOR mediante un proceso de desnitrosilación dependiente 
de NADH. Alternativamente, el GSNO en presencia de reductores, tales como GSH, ascorbato y 
Cu
+
, puede ser convertido en NO y GSSG. Por otro lado, mediante un proceso de trans-
nitrosilación, el GSNO puede transferir el NO a un residuo de Cys de una proteína 
(S-nitrosilación de proteínas) [Tomado de Leterrier y cols, 2011]. 
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una disminución en la acumulación de ácido jasmónico y etileno (dos hormonas 
involucradas en la regulación de la respuesta defensiva de la planta) inducida por el 
insecto Manduca sexta. Así, sugieren que el NO podría estar involucrado en la 
interacción planta-herbívoro y también que la GSNOR podría ser una diana para la 
manipulación genética con el fin de mejorar la resistencia de los cultivos frente a los 
herbívoros. 
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2. OBJETIVOS 
 
 
1. Producción de Hbs recombinantes de Lotus. Se incluye en este objetivo la 
optimización de las condiciones para la obtención en Escherichia coli de todas las Hbs 
no simbióticas de clase 1 (Glb1-1 y GLb1-2) y de clase 2 (Glb2), así como las Hbs 
‘truncadas’ o de clase 3 (Glb3-1 y Glb3-2). 
 
2. Caracterización bioquímica de las cinco Hbs. Se incluye en este objetivo el estudio de 
la reducción in vitro de las formas férricas (inactivas) a ferrosas (activas) de las Hbs, y la 
localización subcelular del posible mecanismo que mantiene las Hbs en estado 
funcional. 
 
3. Obtención de anticuerpos policlonales frente las tres clases de Hbs de Lotus e 
inmunolocalización celular y subcelular de las Hbs en nódulos, raíces y hojas de Lotus. 
 
4. Estudio de la nitración de residuos de Tyr como posible modificación postraduccional 
de las Lbs nativas. 
 
5. Complementación de una cepa mutante de levadura deficiente en flavohemoglobina 
con las Hbs de Lotus cuando se exponen las células de levadura a estrés oxidativo y 
nitrosativo. 
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3. MATERIALES Y MÉTODOS 
 
 
3.1. Reactivos químicos y bioquímicos 
 
Los reactivos utilizados para las soluciones nutritivas fueron de grado analítico de 
Panreac (Barcelona). Las soluciones se prepararon con agua desionizada por ósmosis 
inversa, mientras que para los ensayos bioquímicos y de biología molecular se utilizó 
agua MiliQ (Millipore, Milford, EEUU). Las fases móviles para el análisis HPLC se 
prepararon con disolventes orgánicos de grado HPLC (Panreac). La procedencia de la 
mayoría de los reactivos bioquímicos fue de Sigma (St. Louis, EEUU), y fueron de la 
máxima calidad disponible. Las referencias de los reactivos de bioquímica y biología 
molecular empleados figuran en el texto entre paréntesis junto a cada producto. 
 
 
3.2. Material biológico 
 
3.2.1. Plantas 
 
Las semillas de Lotus (Lotus japonicus ecotipo Gifu) se escarificaron con papel de lija 
para favorecer la germinación, se esterilizaron en una mezcla 1:1 de etanol y H2O2 
8,8 M durante 3 min, se lavaron con abundante agua desionizada estéril y se dejaron en 
agua y en oscuridad durante 1 h a 37°C para su imbibición. Posteriormente, las semillas 
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se lavaron con agua desionizada estéril, se transfirieron a placas Petri con agar 0,5% 
(p/v), se incubaron a 4°C durante 48h y se germinaron a 28°C en oscuridad durante 
48 h. 
Las plántulas se transfirieron a macetas de 13 cm de diámetro y 11,4 cm de 
altura, que contenían vermiculita lavada previamente con solución nutritiva B&D 
(Broughton y Dilworth, 1971; Tabla 3.1). Se usó vermiculita de dos espesores distintos: 
las tres cuartas partes inferiores de la maceta contenían vermiculita de espesor 1-4 mm 
y el cuarto superior vermiculita de espesor 0,5-3 mm para favorecer durante los 
primeros días una humedad adecuada para la raíz. Se transfirieron de 6 a 8 plántulas 
por maceta. La solución nutritiva B&D fue suplementada con NH4NO3 0,25 mM y las 
plantas se regaron dos días por semana. Las plantas crecieron en una cámara de cultivo 
de ambiente controlado: 23°/18°C día/noche (16 h de fotoperiodo), 70% humedad 
relativa y 350 μmol m-2 s-1 de radiación fotosintéticamente activa, suministrada por una 
mezcla de lámparas fluorescentes (Sylvania WHO ‘coolwhite’, 215 w y Sylvania GROLUX 
F30 w). 
 
Tabla 3.1. Composición de la solución nutritiva B&D para Lotus. 
Nutriente Concentración (mg/L) 
CaCl2·2H2O 147,05 
KH2PO4 (pH 6,8) 68,05 
MgSO4·7H2O 61,65 
K2SO4 43,50 
MnSO4·H2O 0,17 
H3BO3 0,12 
ZnSO4·7H2O 0,14 
CuSO4·5H2O 0,05 
CoCl2·6H2O 0,03 
Na2MoO4 0,03 
 Sequestrene 330Fe (6%Fe) 25,00 
El pH se ajustó a 6,5-6,7 con KOH 2 M. 
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3.2.2. Microorganismos 
 
Rizobios 
Las plántulas de Lotus se inocularon con Mesorhizobium loti R7A. Las bacterias se 
pusieron a crecer en medio líquido preparado a base de manitol y extracto de levadura 
(Vincent, 1970; Tabla 3.2) a 125 rpm durante 2 d a 28°C. Las plantas se inocularon a los 
7 d desde la germinación. Se usó 1 mL de inóculo por planta para el cultivo en maceta. 
 
Tabla 3.2. Composición del medio líquido para el 
crecimiento de rizobios. 
Nutriente Concentración (g/L) 
Manitol 10,0 
K2HPO4 0,1 
KH2PO4 0,4 
MgSO4·7H2O  0,2 
NaCl 0,1 
Extracto de levadura 0,4 
El pH del medio se ajustó a 6,5 con azul de bromotimol 5% (p/v) 
en KOH 2 M. 
 
Bacterias 
Las células de Escherichia coli DH5α (TOP10, BL21, C41) crecieron en medio líquido 
Luria-Bertani (LB; Tabla 3.3) a 37°C y 250 rpm en un incubador orbital (New Brunswick 
Scientific, Edison, EEUU). En el caso de las células transformadas, se añadió kanamicina 
75 μg/mL al medio líquido. La selección de células transformadas se hizo en placas Petri 
con medio LB sólido con kanamicina 75 μg/mL. Las placas se incubaron a 37°C durante 
16 h. Los cultivos a gran escala (8 L) de las cepas de expresión de E. coli (BL21 y C41) 
crecieron en medio líquido ‘Terrific Broth’ (TB; Tabla 3.4). 
 
Tabla 3.3. Composición del medio LB para bacterias. 
Nutriente Concentración (g/L) 
Triptona 10 
NaCl 10 
Extracto de levadura 5 
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Tabla 3.4. Composición del medio TB para bacterias. 
Nutriente Concentración (g/L) 
Triptona 12 
Extracto de levadura 24 
Se añade H2O hasta 900 mL, se esteriliza en un autoclave y se 
añaden 100 mL de KH2PO4 0,17 M y K2HPO4 0,72 M estéril. 
 
 
Levaduras 
Los ensayos con levaduras se realizaron empleando la cepa silvestre de Saccharomyces 
cerevisiae BY4741 (MATa his3Δ1 leu2Δ0 met15Δ0 ura3Δ0) y su mutante flavoHb-
deficiente (MATa his3Δ1 leu2Δ0 met15Δ0 ura3Δ0 yhb1::kanMX4), obtenidos de la 
colección EUROSCARF (Frankfurt, Alemania). Estas células crecieron en medio YPD 
(Tabla 3.5) o en medio mínimo SD (Tabla 3.6) complementado con los requerimientos 
nutricionales de la cepa. 
 
Tabla 3.5. Composición del medio YPD para levaduras. 
Nutriente Concentración (g/L) 
Triptona 20 
Glucosa 20 
Extracto de levadura 10 
 
 
 
Tabla 3.6. Composición del medio SD para levaduras. 
Nutriente Concentración  
Base nitrogenada para 
levaduras sin aminoácidos 
7 g/L 
Ácido succínico 50 mM 
Adenina 100 mg/L 
Leucina 30 mg/L 
Histidina 30 mg/L 
Metionina 100 mg/L 
Ácido succínico ajustado a pH 5,5 con Tris-HCl. 
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3.3. Análisis de expresión génica 
 
3.3.1. Extracción de RNA 
 
Para la extracción del RNA total, el material fue previamente esterilizado en un 
autoclave a 120°C durante 30 min. El material no esterilizable mediante autoclave se 
trató con NaOH 1 M. La extracción se realizó utilizando el RNAqueous Isolation Kit 
(Ambion, Austin, EEUU), siguiendo las instrucciones del fabricante. Para ello, 70 mg de 
muestra se homogeneizaron con 600 µL de la mezcla ‘Lysis Binding Solution: Plant RNA 
Isolation Aid’ en una proporción 8:1. Tras ser eluido de las columnas en un volumen de 
50 µL, el RNA aislado se precipitó con un volumen igual de LiCl durante toda la noche a -
20°C. Posteriormente, se centrifugó (13000g x 20 min, 4°C), se eliminó el sobrenadante 
y se lavó el precipitado con etanol 80%, que se dejó secar en un liofilizador. El RNA fue 
resuspendido directamente en medio de digestión, que consistió en 2 µL de DNasaI 
(Epicentre, Madison, EEUU) y 0,5 µL de inhibidor de RNasa 40U/µL (Roche, Penzberg, 
Alemania) en un volumen de 60 µL, e incubado durante 20 min a 37°C. La DNasaI se 
inactivó mediante una incubación de 5 min a 75°C. La ausencia de contaminación con 
DNA genómico se comprobó mediante PCR cuantitativa en tiempo real (qPCR) del RNA 
aislado, utilizando oligonucleótidos frente a ubiquitina (Tabla 3.7) tal como se describe 
en el apartado 3.3.3. El RNA se guardó a -80°C hasta su uso. 
 
3.3.2. Síntesis de cDNA 
 
Para la síntesis de cDNA se incubó 20 µL de RNA (1 µg) con 2 µL de oligo-(dT)17 10 µM 
(Invitrogen, Paisley, Reino Unido) durante 5 min a 70°C. La mezcla de RNA con oligo dT 
se incubó con 2 µL de ‘Moloney Murine Leukemia Virus Reverse Transcriptase’ (MMLV-
RT; 200 U/µL; Promega, Madison, EEUU), 10 µL de tampón MMLV-RT 5x, 1,5 µL de 
dNTPs (Invitrogen) 25 mM, 0,5 µL de inhibidor de RNasa y agua desionizada 
autoclavada hasta un volumen final de 50 µL, durante 1 h a 42°C. El cDNA sintetizado se 
cuantificó mediante qRT-PCR utilizando ubiquitina como gen control (Tabla 3.7), tal 
como se describe en el siguiente apartado. 
 
Materiales y Métodos  
 
34 
 
3.3.3. Cuantificación de mRNA mediante qRT-PCR 
 
El análisis qRT-PCR se efectuó con un equipo 7500/7500 Fast (Applied Biosystems, 
Foster City, EEUU). Los oligonucleótidos se diseñaron con Primer Express v2 (Applied 
Biosystems). Se utilizó cDNA con un Ct (‘threshold cycle’) similar para la ubiquitina (de 
17 a 20 ciclos). La mezcla de reacción contuvo 10 μL del reactivo iQ SYBR-Green 
Supermix (Bio-Rad, Hercules, EEUU), 5 μL mezcla oligonucleótidos (sentido-antisentido) 
3 μM (Tabla 3.7), 1 μL cDNA y 4 µL agua desionizada estéril. El programa de PCR 
consistió en un primer paso de desnaturalización del cDNA y activación de la Taq 
polimerasa a 95°C durante 5 min, seguido de 50 ciclos con un paso a 95°C durante 15 s 
y otro paso de 1 min a 60°C, tras el cual se midió la emisión de SYBR-Green en cada 
ciclo. La especificidad de los oligonucleótidos se determinó realizando una curva de 
desnaturalización. Los datos se normalizaron frente a ubiquitina y se expresaron de 
forma relativa a los niveles de mRNA de las muestras control, a las que se les asignó el 
valor de 1, usando el método de 2-ΔΔCt (Livak y Schmittgen, 2001). 
 
Tabla 3.7. Oligonucleótidos usados para la cuantificación de los 
transcritos por qRT-PCR. 
Gen 
Secuencia de los oligonucleótidos 
(5’ → 3’)
a 
Ubiquitina TTCACCTTGTGCTCCGTCTTC 
AACAACAGCACACACAGACAA 
LjGSNOR1 AAACAACCTTCACGGACTCACA 
GCTGGTAATGAATGGTATTTGGAA 
LjGSNOR2 TCGAGCACAGATGGTCAGGTC 
CTCCCATGAAACCGCAGCT 
LjGSNOR3 CGGATGTGTCGCGAAGATC 
ACGCAAACTTTGTCGAGCG 
LjGSNOR4 CCTCCAATGGCAACAACTCA 
CACCGCAGCTTTGCAGGTA 
LjGSNOR5 ATTTCCGCTTGGGAATCTCA 
TTCATGGCCAAATATGCGAG 
a
 La secuencia superior corresponde al cebador sentido y la inferior al antisentido. 
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3.4. Expresión de proteínas de plantas en Escherichia coli 
 
3.4.1. Globinas silvestres 
 
El RNA total de raíces y nódulos de Lotus se aisló y el cDNA se sintetizó de acuerdo con 
el protocolo detallado en el apartado 3.3. Los clones conteniendo las secuencias 
codificantes completas de las Hbs no simbióticas y ‘truncadas’ de Lotus se aislaron por 
PCR empleando la enzima KAPA HiFi DNA Polymerase (KapaBiosystems, Boston, EEUU) 
y oligonucleótidos específicos (Tabla 3.8). Las secuencias de estos oligonucleótidos se 
diseñaron utilizando secuencias genómicas suministradas por el Dr. S. Tabata (Kazusa 
DNA Research Institute, Japón). Además, los oligonucleótidos sentido incluyeron en sus 
extremos 5' la secuencia CACC, precediendo al codón de iniciación, que es necesaria 
para realizar el clonaje en los vectores del tipo pET TOPO (Invitrogen; Fig. 3.1). El 
programa de PCR consistió en una etapa inicial de desnaturalización de 5 min a 95°C, 
seguida por 25 ciclos de 20 s a 98°C, 30 s a 50-60°C (gradiente) y 30 s a 72°C, con una 
etapa final de elongación de 3 min a 72°C. El producto resultante, de 0,5-0,6 kb, se 
clonó en el plásmido Champion pET200 Directional TOPO (Invitrogen) y se secuenció 
para verificar la integridad de las secuencias. El pET200 presenta una región que 
codifica una cola 6xHis dentro del marco abierto de lectura (ORF) situada antes de la 
secuencia y en el mismo marco de lectura de las Glbs, necesaria para la posterior 
purificación de las proteínas recombinantes. 
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Tabla 3.8. Oligonucleótidos usados para el aislamiento y clonaje de genes. 
Gen 
Secuencia de los oligonucleótidos 
(5' → 3')
a 
LjGlb1-1 CACCATGTCCACCCTTGGGAG 
GGGGACCCGGGTAACTCTATC 
LjGlb1-2 CACCATGGCAGAAAACACAACCA 
AGCCCCAAAGCAACAATAAGTAG 
LjGlb2 CACCATGGCTACATTCAGTGAG 
GTTTAACAAGTTTTAGTGAAATAC 
LjGlb3-1 CACCATGCAGAGTCTTCAACACAA 
CTCATTCTTCTTTGCTATCATTCA 
LjGlb3-2 CACCATGCAAAGCCTGCAGCAT 
GTGCAGCGTACGGGTAAAAACA 
a 
La secuencia superior corresponde al cebador sentido y la inferior al antisentido. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
3.4.2. Globinas mutantes 
 
Se generó un mutante de cada Hb no simbiótica y truncada de Lotus mediante 
mutagénesis por PCR. En dichos mutantes se cambió un residuo de Cys conservado por 
un residuo de Ser (Tabla 3.9). 
Figura 3.1. Esquema del vector pET200 (Invitrogen). 
Materiales y Métodos 
 
37 
 
Tabla 3.9. Aminoácidos cambiados en las distintas 
proteínas mutantes. 
Proteína Aminoácido 
Glb1-1 Cys78 por Ser 
Glb1-2 Cys79 por Ser 
GLb2 Cys65 por Ser 
Glb3-1 Cys159 por Ser 
Glb3-2 Cys159 por Ser 
 
 
El método de extensión solapada requiere dos oligonucleótidos (sentido y 
antisentido; Tabla 3.10) que contengan el cambio que se quiere introducir en la 
secuencia y otros dos oligonucleótidos (sentido y antisentido; Tabla 3.8), que son los 
que delimitan la ORF del gen de interés. En dos reacciones de PCR independientes se 
amplifica por un lado un fragmento 5’ y por otro un fragmento 3’ que se solapan 
parcialmente. Ambos fragmentos portan la mutación. En una reacción subsiguiente, se 
utilizan los productos de PCR generados anteriormente y se genera el fragmento 
mutado de la longitud completa (Fig. 3.2). 
 
 
Tabla 3.10. Oligonucleótidos usados en el proceso de mutagénesis por PCR 
para la generación de las proteínas mutantes. 
Gen 
Secuencia de los oligonucleótidos que portan la 
mutación (5’ → 3’)
a 
Glb1-1 CTTTGTCATGACTTCTGAATCAGCAGCTC 
GAGCTGCTGATTCAGAAGTCATGACAAAG 
Glb1-2 CTTTCTCATGACCTCTGAATCTGCTGCTCA 
TGAGCAGCAGATTCAGAGGTCATGAGAAAG 
Glb2 ATCTGGAGGCTCATTCTGAAAAGGTTTTCG 
CGAAAACCTTTTCAGAATGAGCCTCCAGAT 
Glb3-1 CTTTCAGATGCCATCCAAGAATGCACCCAG 
CTGGGTGCATTCTTGGATGGCATCTGAAAG 
Glb3-1 ACGAACAGATGCCATCCAAACATGCAGCCG 
CGGCTGCATGTTTGGATGGCATCTGTTCGT 
a
 La secuencia superior corresponde al cebador sentido y la inferior al antisentido. 
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En las dos primeras reacciones de PCR se usó cDNA de nódulos de Lotus (3.3) y 
la DNA polimerasa Kapa HiFi. En la tercera PCR se usaron como molde los dos 
fragmentos resultantes de las reacciones anteriores y los oligonucléotidos que 
delimitan la ORF. En todos los casos, el programa de PCR consistió en una etapa inicial 
de desnaturalización de 5 min a 95°C, seguida por 40 ciclos de 20 s a 98°C, 30 s a 50-
60°C (gradiente) y 30 s a 72°C, con una etapa final de elongación de 3 min a 72°C. 
Los genes mutados se clonaron en los plásmidos Champion pET200 Directional 
TOPO (pET200; Invitrogen) y se secuenciaron para verificar la presencia de la mutación 
deseada. Asimismo, se secuenciaron las correspondientes proteínas (apartado 3.9). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 3.2. Esquema del método de mutagénesis dirigida por PCR mediante extensión de 
fragmentos que se solapan. Se indican los nombres de los oligonucleótidos: F-ORF (sentido), R-
ORF (antisentido), F-MUT (sentido, con la mutación), R-ORF (antisentido, con la mutación). Las 
reacciones de PCR se nombran PCR1, PCR2 y PCR3 para indicar que son reacciones separadas. 
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3.4.3. Sobreexpresión de las proteínas 
 
Las cepas de expresión de E. coli utilizadas para la sobreexpresión de las globinas 
silvestres y mutantes fueron BL21 Star (DE3) (Invitrogen) en el caso de Glb1-2 y Glb1-2 
mutada y C41 (DE3) (Lucigen, Middleton, EEUU) para las restantes. En todos los casos, 
se realizaron cultivos iniciales en 10 mL de medio LB que se incubaron durante 16 h a 
37°C y 250 rpm. Posteriormente, se añadieron 5 mL de estos cultivos iniciales a 1 L de 
medio TB, el cual se incubó en las mismas condiciones anteriores hasta que alcanzó una 
DO600=1,0 (3-4 h). Las proteínas recombinantes se expresaron incubando las células 
durante 4-20 h a temperatura ambiente con isopropil-β-D-1-tiogalactopiranósido (IPTG) 
0,25 mM, excepto para la Glb1-2 que se expresa sin necesidad de agregar IPTG. 
 
 
3.5. Purificación de proteínas 
 
3.5.1. Proteínas recombinantes 
 
Las bacterias que expresaban las proteínas recombinantes (8 L de cultivo) se 
centrifugaron a 4000g durante 15 min a 4°C y se lavaron dos veces con 100 mL de 
medio tampón fosfato salino (PBS): NaCl 130 mM, Na2HPO4 7 mM, NaH2PO4 3 mM. 
Finalmente, las bacterias se resuspendieron en otros 100 mL de PBS y tras centrifugar a 
10000g durante 10 min a 4°C, el pellet de células se conservó a -80°C hasta su uso. Sólo 
se utilizaron bacterias almacenadas como máximo durante tres semanas. 
Las bacterias se resuspendieron en medio A [tampón NaP 20 mM (pH 7,4), NaCl 
500 mM, imidazol 40 mM] y se sonicaron (10 x 4 min, con 1 min de pausa tras cada 
pulso). Después de centrifugar a 15000g durante 15 min a 4°C, el sobrenadante 
(extracto soluble) se fraccionó con sulfato de amonio con un corte 30-75%. Las 
proteínas precipitadas se resuspendieron en medio A y se dejaron dializando con 
agitación durante 16 h a 4°C. A continuación, el extracto se cargó en una columna de 
afinidad de Ni2+ (HiTrap Chelating; GE Healthcare, Uppsala, Suecia) equilibrada 
previamente con 5 volúmenes de medio A. La columna se lavó con 20 volúmenes del 
mismo medio y la proteína recombinante se eluyó con medio A conteniendo imidazol 
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250 mM. A continuación, el eluido se dejó dializando con agitación durante 16 h a 4°C 
para eliminar el imidazol, se concentró mediante dispositivos Vivaspin (10 kDa; 
Sartorius/Vivascience, Goettingen, Alemania), se agregaron unos pocos cristales de 
ferricianuro de potasio para oxidar la proteína y se cargó en una columna de 
intercambio aniónico (DE-52; Whatman, Kent, Reino Unido). La proteína se eluyó con 
NaCl, cuya concentración varió dependiendo de la globina (desde 0 hasta 300 mM). El 
eluido se concentró en dispositivos Vivaspin hasta alcanzar una concentración de 
proteína de al menos 1 mM. Las globinas se cuantificaron midiendo la absorbancia 
correspondiente a la banda de Soret (410 nm) y empleando  un  coeficiente de 
extinción molar (ɛ) de 150 mM-1cm-1. 
La proteína Glb1-1 presentó problemas de solubilidad desde las primeras 
etapas del proceso de purificación, por lo que fue necesaria la adición de NaCl 
100-150 mM en los tampones de diálisis. Además, debido a que la proteína se 
encuentra como una mezcla monómero/dímero, se realizó una etapa adicional de 
purificación, que consistió en una cromatografía líquida rápida de proteínas (FPLC), con 
el fin de separar las dos poblaciones. Se trabajó con una columna de exclusión 
molecular Superdex 200 HR 10/30 a flujos de 0,25-0,75 mL/min y con un tampón KP 
50 mM (pH 7,0) con NaCl 150 mM. Para hacer la curva de calibrado se usaron como 
estándares citocromo c (12,4 kDa), mioglobina (17,0 kDa), ovoalbúmina (44,3 kDa) y 
seroalbúmina bovina (BSA, 66 kDa). 
Los diferentes pasos de purificación de las proteínas recombinantes fueron 
verificados mediante la tinción de geles desnaturalizantes de poliacrilamida y análisis 
western (3.7), utilizando en este último caso anticuerpos monoclonales específicos para 
6xHis (Tabla 3.11). Las proteínas separadas por electroforesis se visualizaron tiñendo 
los geles con Coomassie Brilliant Blue R-250 0,05% (Sigma), etanol 40% y ácido acético 
10% durante 1 h, y se destiñeron en metanol 45% y ácido acético 10% durante 1-2 h. 
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Tabla 3.11. Anticuerpos usados en los distintos ensayos. 
Recombinantes Tejidos de Lotus Expresión en levaduras 
Anticuerpo Dilución Anticuerpo Dilución Anticuerpo Dilución 
LjGlb1 1:2000  LjGlb1 1:200 LjGlb1 1:200 
LjGlb2 1:2000  LjGlb2 1:200 LjGlb2 1:200 
LjGlb3 1:2000  LjGlb3 1:200 LjGlb3 1:200 
6xHis 1:3000 PvLb 1:200 HRP
a
 (conejo) 1:10000 
HRP
a
 (conejo) 1:20000 HRP
a
 (conejo) 1:20000    
HRP
a
 (ratón) 1:20000     
      
Purificación de núcleos Nitración de Tyr 
Anticuerpo Dilución Anticuerpo Dilución 
NifH 1:1000 NO2-Tyr  1:1000 
H3 1:5000 HRP
a
 (ratón) 1:20000 
PvLb 1:1000     
HRP
a
 (conejo) 1:20000   
a
 HRP, anticuerpo frente a peroxidasa de rábano (Sigma). 
 
3.5.2. Proteínas nativas 
 
Para la purificación de Lb nativa de judía se utilizaron 200 mL de citosol de nódulos. El 
primer paso del proceso de purificación fue un fraccionamiento con sulfato de amonio 
con un corte 50-85%. Las proteínas precipitadas se resuspendieron en Tris-HCl 10 mM 
(pH 9,2), se agregaron unos pocos cristales de ferricianuro de potasio para oxidar la 
proteína y se dializó durante 16 h a 4°C frente al mismo tampón de resuspensión. A 
continuación, se realizó otra diálisis de 4 h frente a tampón NaP 50 mM (pH 7,0) y, tras 
centrifugar a 10000g durante 10 min a 4°C, se cargó el extracto en una columna de 
hidroxiapatito (HPT; Bio-Rad). El eluido se concentró y se cambió a tampón Tris-HCl 
20 mM (pH 8,0) mediante dispositivos Vivaspin y a continuación se cargó en una 
columna DE-52. A partir de este punto se procedió de la misma forma que para las 
proteínas recombinantes, excepto que el análisis de los distintos pasos de purificación 
se realizó únicamente mediante SDS-PAGE. 
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3.6. Electroforesis 
 
3.6.1. Geles desnaturalizantes 
 
Las proteínas se separaron por electroforesis en geles desnaturalizantes de 
poliacrilamida de 0,75 mm de espesor con el sistema de electroforesis vertical Mini-
Protean III (Bio-Rad). La composición de los medios y la proporción de reactivos usada 
para la preparación de los geles se indican en la Tabla 3.12. 
El medio de extracción contenía tampón NaP 50 mM (pH 7,4), EDTA 0,1 mM y 
Triton X-100 0,1% (v/v). Las muestras se mezclaron con tampón de carga concentrado 
[Tris-HCl 62,5 mM (pH 6,8), glicerol 10% (v/v), SDS 2,3% (p/v), azul de bromofenol 0,1% 
(p/v) y β-mercaptoetanol 5% (v/v; añadido justo antes de usarse)] en una proporción 
4:1 (muestra:tampón) y se hirvieron durante 10 min, tras los cuales se enfriaron 
inmediatamente en hielo para evitar la renaturalización de las proteínas. La 
composición del tampón de electroforesis fue Tris-HCl 25 mM (pH 8,3), Gly 192 mM y 
SDS 1% (p/v). Se emplearon marcadores de masa molecular preteñidos ‘Prestained SDS-
PAGE Standards Broad Range’ (Bio-Rad) para controlar el progreso de la electroforesis y 
la subsiguiente electrotransferencia. 
 
 
Tabla 3.12. Composición de los geles concentrador y separador para SDS-PAGE. 
Reactivo Gel concentrador
a 
           4,6% 
Gel separador
a 
        12,5% 
Acrilamida:bis-acrilamida (40%T, 3%C)
b 
0,115 mL 2,190 mL 
Tris-HCl 1,5 M (pH 8,8), SDS 0,4% - 2,330 mL 
Tris-HCl 0,5 M (pH 6,8), SDS 0,4% 0,285 mL - 
H2O 0,600 mL 2,480 mL 
Persulfato amónico 10% 5 µL 38,89 µL 
N,N,N',N'-tetrametiléndiamina (TEMED) 1 µL 7,78 µL 
a 
Se indican los volúmenes necesarios para la preparación de un gel. Se utilizó 3,5 mL del gel separador y 
1 mL del gel concentrador. 
b 
T=[gramos acrilamida + gramos bis-acrilamida)/volumen total] x 100. C=[gramos bis-acrilamida/(gramos 
acrilamida + gramos bis-acrilamida)] x 100. 
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3.6.2. Geles nativos 
 
La Lb empleada en los ensayos de nitración de Tyr se obtuvo a partir de nódulos de 
judía y se separó mediante electroforesis en geles nativos preparativos de 
poliacrilamida de 3 mm de espesor con el sistema de electroforesis vertical MGV-100 
(CBS, San Diego, EEUU). La composición de los medios y la proporción de reactivos 
usada para la preparación de los geles se indican en la Tabla 3.13. El medio de 
extracción consistió en Tris-HCl 50 mM (pH 8,0), EDTA 0,5 mM, PVP 1% (p/v), 
inhibidores de proteasas (1 pastilla por cada 10 mL de tampón; ‘Complete Mini 
Protease Inhibitor Cocktail’, Roche). Las muestras se mezclaron con tampón de carga 
[H2O 250 µL, Tris-HCl 0,5 M (pH 6,8) 50 µL, glicerol 250 µL] usando 400 µL de extracto y 
40 µL de tampón de carga. La electroforesis se llevó a cabo a 100 V durante 2 h y 
15 min. El tampón usado fue Tris-HCl 18,5 mM (pH 8,3) con Gly 144 mM. 
 
Tabla 3.13. Composición de los geles concentrador y separador en condiciones no 
desnaturalizantes. 
Reactivo Gel concentrador
a
 
            4% 
Gel separador
a
 
        12,5% 
Acrilamida:bis-acrilamida (40%T, 3%C)
b
  0,82 mL  6,3 mL 
Tris-HCl 1,5 M (pH 8,8) 1 mL - 
Tris-HCl 0,5 M (pH 6,8) - 1 mL 
H2O   5,18 mL 8,7 mL 
Persulfato amónico 10% 80 µL 200 µL 
N,N,N',N'-tetrametiléndiamina (TEMED) 8 µL 20 µL 
a 
Se indican los volúmenes necesarios para la preparación de un gel. Se utilizó 3,5 mL del gel separador y 1 
mL del gel concentrador. 
b 
T=[gramos acrilamida + gramos bis-acrilamida)/volumen total] x 100. C=[gramos bis-acrilamida/(gramos 
acrilamida + gramos bis- acrilamida)] x 100. 
 
 
3.7. Análisis western 
 
Las proteínas se transfirieron a una membrana de polifluoruro de vinilideno (PVDF; Pall 
Corporation, Pensacola, EEUU) en frío durante 75 min a 100 V en un tampón Tris-HCl 
25 mM (pH 8,3), Gly 192 mM y metanol 20% (v/v). La membrana se tiñó con Ponceau S 
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(Sigma) para comprobar la correcta transferencia de las proteínas y, a continuación, se 
bloqueó durante 1 h con leche desnatada 5% (p/v) en medio TBS [Tris-HCl 20 mM (pH 
7,5), NaCl 500 mM]. Tras el bloqueo de la membrana, ésta se aclaró durante 5 min con 
medio TTBS [medio TBS con Tween 0,05% (v/v; Sigma)]. Los anticuerpos primarios se 
diluyeron en este tampón y las membranas se incubaron durante 1 h a temperatura 
ambiente en un agitador orbital Polymax 2040 (Heidolph, Schwabach, Alemania). 
Posteriormente, se realizó una serie de tres lavados de 10 min con TTBS. Las diluciones 
de los anticuerpos secundarios se prepararon en TTBS con leche desnatada 5% para 
disminuir la señal inespecífica de fondo. La membrana se incubó con los 
correspondientes anticuerpos secundarios durante 1 h a temperatura ambiente con 
agitación, y después la membrana se lavó tres veces durante 1 h en total. 
Los anticuerpos primarios y secundarios usados, y sus diluciones, se muestran 
en la Tabla 3.11. El anticuerpo primario monoclonal ‘anti-polyhistidine clone His-1’ 
(Sigma) reconoce la 6xHis. Como anticuerpo secundario se utilizó uno conjugado con la 
peroxidasa de rábano (‘anti-rabbit IgG peroxidase conjugate’; Sigma). Para la detección 
de las bandas se incubaron las membranas con el reactivo ‘Supersignal West Pico 
Chemiluminiscent Substrate’ (Pierce, Rockford, EEUU) durante 5 min a temperatura 
ambiente, según las instrucciones del fabricante. Posteriormente, la membrana se 
expuso en oscuridad a una película fotográfica (‘CL.XPosure Blue X-ray Film’; Pierce). El 
revelado de las películas se realizó en un baño de revelador T-Max Professional (Kodak, 
Rochester, EEUU) durante 4-5 min, seguido de un baño de paro (agua destilada) y otro 
baño de fijador Polymax (Kodak) durante 2-3 min. 
 
 
3.8. Levaduras 
 
3.8.1. Construcciones y transformación de levaduras 
 
Las distintas Hbs no simbióticas y truncadas de Lotus, tanto silvestres como mutantes, 
fueron clonadas en el vector pVV214 (obtenido de la colección EUROSCARF; Fig. 3.3) 
mediante la tecnología Gateway (Invitrogen). En un primer paso, las secuencias de las 
Hbs fueron introducidas en el vector TOPO pENTR (Invitrogen), y luego, mediante una 
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reacción de recombinación (LR clonasa, Invitrogen), fueron introducidas en el vector 
pVV214. Este vector contiene el gen URA3 como marcador de transformación para 
seleccionar los transformantes de Saccharomyces cerevisiae, así como el promotor 
PGK1 (3-fosfoglicerato quinasa) para la expresión del gen de interés. Se puede 
encontrar información adicional sobre este vector en la URL http://web.uni-
frankfurt.de/fb15/mikro/euroscarf/data/pVV214. html. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
3.8.2. Tratamientos de estrés 
 
Las células de levaduras se sometieron a distintas condiciones de estrés oxidativo 
[metilviológeno (MV), CuSO4 y frío] y de estrés nitrosativo (GSNO). Los tratamientos de 
estrés oxidativo se hicieron en medio sólido, mientras que el GSNO se aplicó en medio 
líquido. El GSNO se sintetizó mezclando cantidades estequiométricas de GSH (Sigma) y 
NaNO2 acidificado durante 10 min en oscuridad. Después, se ajustó el pH a 7,4 con 
Figura 3.3. Esquema del vector pVV214 (Colección EUROSCARF). 
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NaOH 4 N. La concentración de GSNO se midió usando un coeficiente de extinción de 
0,767 mM-1cm-1 a 334 nm (Smagghe y cols, 2008). 
Los ensayos de estrés en medio sólido se realizaron mediante el método de 
goteo (drop test). Para ello, las células transformadas con las construcciones de las 
globinas crecieron hasta saturación en medio SD. Luego, estos cultivos celulares fueron 
diluidos 1:10, 1:100 y 1:1000 y se sembraron gotas de aproximadamente 5 µL 
utilizando un replicador para placas de 96 pocillos en placas con medio YPD 
conteniendo MV 1,5 mM o CuSO4 10 mM. Estos compuestos fueron añadidos tras 
esterilizar el medio en un autoclave, pero antes de la gelificación, y las células se 
dejaron crecer durante 4-5 d. El tratamiento por frío se aplicó exponiendo las placas 
con medio YPD a 10°C durante 4 semanas. Este estudio de complementación en 
levaduras se realizó en colaboración con el Dr. J.M. Mulet (Instituto de Biología 
Molecular y Celular de Plantas, UPV-CSIC, Valencia). 
 
3.8.3. Niveles de expresión de las globinas 
 
El nivel de expresión en levaduras de las distintas globinas de Lotus se determinó 
mediante análisis western. Para ello, las células se lisaron en un molino de bolas (MM 
400, Restch, Haan, Alemania) de la siguiente forma: dos ciclos de 30 s en seco (sin 
agregar el tampón de lisis) y 3 ciclos de 3 min después de la adición del tampón. La 
frecuencia de vibración fue de 30 Hz durante todos los ciclos. La composición del 
tampón de lisis fue la siguiente: Tris-HCl 50 mM (pH 8,0), DMSO 1%, EDTA 1 mM, NaCl 
50 mM e inhibidores de proteasas (1 pastilla por cada 10 mL de tampón; ‘Complete 
Mini Protease Inhibitor Cocktail’, Roche). Una vez obtenidos los extractos, se realizó una 
electroforesis en condiciones desnaturalizantes y a continuación un análisis western 
como se indica en 3.6.1 y 3.7, respectivamente. La cantidad de cada proteína cargada 
en el gel se especifica en la sección de ‘Resultados’. Los anticuerpos primarios y 
secundarios usados en este ensayo, así como sus diluciones, se presentan en la Tabla 
3.11. 
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3.9. Análisis de las globinas por espectrometría de masas 
 
La determinación de masa molecular de las globinas se realizó mediante Matrix-
Assisted Laser Desorption/Ionization-Time Of Flight (MALDI-TOF). Para ello, las muestras 
se diluyeron en ácido trifluoroacético 0,2%. El factor de dilución estuvo en el rango 10-
100 para las distintas proteínas, dependiendo de la señal obtenida en el sistema MALDI-
TOF. Se obtuvo un error estimado <50 Da para estas mediciones mediante el análisis 
conjunto de muestras estándares y las globinas. 
Asimismo, se confirmó mediante esta técnica la presencia de las mutaciones 
deseadas para las versiones mutantes de las globinas, y la presencia de posibles dímeros 
en las proteínas. Para corroborar que el dímero que forma Glb1-1 involucra un enlace 
disulfuro, se llevó a cabo un protocolo de digestión estándar con algunas 
modificaciones: (i) se trataron 2 µg de muestra con iodoacetamida para alquilar las Cys 
libres; (ii) se redujeron los enlaces disulfuro con un exceso de DTT; (iii) se realizó una 
digestión con tripsina modificada (Promega) y un análisis por MALDI-TOF; (iv) se 
identificó la intensidad de las señales correspondientes a péptidos que contenían Cys; 
(v) se calculó la intensidad del cociente péptidos sin derivatizar/péptidos 
carbamidometilados. De esta forma, las Cys que originalmente estaban en la forma 
oxidada (S-S) se detectan sin derivatizar, y las Cys que originalmente estaban en la 
forma reducida (S-H) se detectan carbamidometiladas (+57 Da). Estos análisis se 
realizaron en colaboración con el Laboratorio de Proteómica CSIC/UAB, Barcelona. 
 
 
3.10. Producción de anticuerpos e inmunolocalización 
 
Se generaron anticuerpos frente a una Hb no simbiótica de cada clase, en particular 
frente a las proteínas Glb1-2, Glb2 y Glb3-2 expresadas en el plásmido pET200, y frente 
a la Lb nativa de judía (PvLb). Las proteínas purificadas se enviaron a un servicio 
comercial (Biogenes, Berlín, Alemania) para producir los anticuerpos policlonales 
monoespecíficos. Se requirieron 6-7 mg de proteína para inmunizar dos conejos y 
preparar una columna de afinidad para purificar las IgG específicas a partir de los 
antisueros. Para esta purificación, las globinas fueron unidas a una resina ‘CNBr-
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activated Sepharose 4 Fast Flow’ (GE Healthcare) y las IgGs monoespecíficas se eluyeron 
con tampón Gly-HCl 200 mM, NaCl 250 mM (pH 2,2). El eluido se ajustó 
inmediatamente a pH 7,5 con Tris-HCl 2 M. 
La inmunolocalización de las globinas se realizó según se describe en Rubio y 
cols (2009). Los nódulos, raíces y hojas de Lotus se fijaron en paraformaldehído al 4% y 
glutaraldehído al 0,1% y se deshidrataron en etanol bajando progresivamente la 
temperatura desde 0 a -20°C. Después, las muestras fueron incluidas en la resina LR 
White durante 2 d a -20°C y se polimerizaron usando radiación ultravioleta durante 24 h 
a -20°C y durante otras 24 h a 16°C. Todos estas etapas fueron realizadas en un equipo 
automatizado de ‘freeze-substitution’ Leica AFS2 (Leica Microsystems, Wetzlar, 
Alemania). Se obtuvieron secciones ultrafinas de las muestras, que fueron incubadas 
con cada anticuerpo diluido 1:10 durante 1 h (Rubio y cols, 2009). A continuación, se 
lavaron y se incubaron con partículas de 15 nm de oro conjugadas con la proteína A 
(BBInternational, Cardiff, Reino Unido) durante 1 h. Las secciones se fotografiaron 
usando un microscopio de transmisión electrónica JEM 1400 (JEOL, Tokio, Japón). La 
inmunolocalización de las globinas se realizó en colaboración con el Dr. E. K. James (The 
James Hutton Institute, Invergowrie, Reino Unido). 
 
 
3.11. Análisis espectroscópico 
 
Se realizaron los espectros ultravioleta-visible (350-650 nm) de todas las globinas en las 
formas oxidada o férrica (Hb3+) y reducida o ferrosa (Hb2+), libres o unidas a ligandos de 
interés fisiológico. En todos los casos, la concentración de proteína fue 70 µM y los 
espectros se realizaron en tampón KP 50 mM (pH 7,0). Los complejos Glb2+CO (carboxi-
hemoglobinas) se obtuvieron agregando una traza de ditionito sódico al tampón 
saturado en CO; los complejos Glb2+O2 (oxihemoglobinas) se obtuvieron reduciendo las 
globinas férricas con FAD 20 µM y NADH 1 mM en un tampón oxigenado; y los 
complejos Glb2+NO (nitrosil-hemoglobinas) se obtuvieron añadiendo 1 mM NaNO2 y una 
traza de ditionito. Asimismo, los complejos Glb3+CN (cianohemoglobinas) se obtuvieron 
añadiendo 1 mM NaCN a las globinas férricas. 
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3.12. Ensayos de reducción 
 
Los ensayos de reducción de las distintas globinas por un sistema piridín 
nucléotidos + flavinas se realizaron en el siguiente medio de reacción: tampón NaP 50 
mM (pH 7,0), EDTA 50 µM, globinas férricas 30 µM, FAD o FMN 20 µM, y NADH o 
NADPH 200 µM o 1 mM. Todos los ensayos se llevaron a cabo en tampón saturado en 
CO para estabilizar las globinas reducidas, evitando su re-oxidación, mediante la 
formación del complejo carboxihemoglobina, excepto en el caso de la Glb1-1, que fue 
reducida en un tampón aeróbico. 
La reducción de las globinas en condiciones anaeróbicas se realizó purgando el 
tampón y los reactivos con N2 en cubetas cerradas, en las cuales la proteína se inyectó 
con jeringa. Todos los ensayos con las flavinas se realizaron en cubetas, y en ausencia y 
presencia de 5 µg de catalasa (25000 unidades/mg proteína; Sigma) con resultados 
similares. 
 
 
3.13.  Cinéticas de unión con ligandos 
 
Las cinéticas de unión de los distintos ligandos de las globinas de Lotus se determinaron 
mediante ‘laser flash photolysis’ para medir las constantes de asociación y mediante 
‘stopped flow’ para medir las constantes de disociación. 
Para los experimentos de ‘flash photolysis’, las muestras se prepararon 
siguiendo el método de Hargrove (2000), y se utilizó un laser 10-20 Hz Nd-YAG Surelite 
II (Continuum, Santa Clara, EEUU) que genera un pulso de excitación de 5 ns a 532 nm. 
Como haz de prueba, se usó una lámpara de xenón de 75 w (400-750 nm). Los 
espectros obtenidos se usaron para construir las curvas de decaimiento de las 
intensidades a 434 nm, que se ajustaron a una exponencial simple para luego extraer 
las constantes usando el programa OriginPro (OriginLab; Northampton, EEUU). 
Los experimentos de ‘stopped flow’ se realizaron en un reactor SFM-400 (Bio-
Logic; Knoxville, EEUU) acoplado a un espectrofotómetro Bio-Logic MOS-500. Todas las 
curvas (promedio de cinco) se ajustaron a decaimientos exponenciales usando el 
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programa IGOR Pro (WaveMetrics; Lake Oswego, EEUU). Los valores de koff para O2 
fueron calculados usando la ecuación: 
koff=kobs[1+(kon for O2/kon for CO).([O2]/[CO])] 
 
 
3.14. Nitración de tirosinas de las leghemoglobinas 
 
3.14.1. Nitración in vivo 
 
Con el fin de determinar la presencia de residuos de nitrotirosina (NO2-Tyr) en la Lb de 
nódulos senescentes de judía, se purificó dicha proteína mediante geles preparativos 
de poliacrilamida en condiciones nativas (3.6.2), se cortó la banda correspondiente a la 
Lb (visible a simple vista) y se eluyó la proteína en tampón NH4HCO3 10 mM a 4°C con 
dos cambios de tampón a las 4 y 12 h. La proteína se analizó mediante espectrometría 
de masas (3.14.3). 
 
3.14.2. Nitración in vitro 
 
Estos ensayos se realizaron con el fin de obtener información sobre el mecanismo de 
nitración de Tyr, y se realizaron según Sakamoto y cols (2004) con algunas 
modificaciones. La técnica se puso a punto con la proteína BSA y se probaron dos 
mecanismos de nitración, uno mediado por ONOO- y un sistema tipo Fenton. Los 
reactivos y concentraciones empleados en la reacción de nitración de la BSA se 
muestran en la Tabla 3.14 (BSA). Una vez determinadas las condiciones de nitración, se 
continuó con la nitración de distintas Lbs. Los reactivos y concentraciones empleados en 
este caso se muestran en la Tabla 3.14 (Lb). En todos los casos, el orden de adición de 
los reactivos fue el siguiente: tampón, Lb, H2O2 y NO2
-. En las reacciones con compuestos 
quelantes, éstos se añadieron a continuación de la proteína, y se esperó 5 min para la 
adición de los restantes reactivos. En cada ensayo de nitración se realizaron dos 
controles negativos: sin H2O2 y sin NO2
-. El volumen final de reacción fue de 40 µL, las 
reacciones se incubaron 30 min a 25°C y a continuación se emplearon 20 µL para 
realizar un análisis western. Las muestras se mezclaron con el tampón de carga que se 
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describe en 3.6.1 pero sin β-mercaptoetanol, y las bandas se detectaron con un 
anticuerpo monoclonal de ratón anti NO2-Tyr (Cayman, Michigan, EEUU; Tabla 3.11). Las 
mismas reacciones de nitración analizadas mediante análisis western fueron también 
examinadas mediante espectrometría de masas para identificar los residuos de NO2-Tyr 
y el porcentaje de proteínas nitradas (3.14.3). 
 
Tabla 3.14. Reactivos de las reacciones de nitración in vitro. 
 
DTPA: ácido dietilentriaminopentaacético; DFO: mesilato de desferroxamina. 
 
 
3.14.3. Análisis de proteínas nitradas por espectrometría de masas 
 
Las muestras provenientes de las reacciones de nitración in vitro con las Lbs nativas de 
judía y soja se analizaron mediante espectrometría de masas para confirmar la nitración 
de las proteínas e identificar los residuos de NO2-Tyr. 
La digestión de las muestras se realizó en un equipo automático (DigestPro MS, 
Intavis, Koeln, Alemania) y consistió en una digestión con tripsina a 37°C durante 8 h sin 
tratamiento con DTT (para prevenir la reducción del grupo nitro) ni con iodoacetamida. 
A continuación, una alícuota de los extractos trípticos (20%) fue diluida a 20 µL con 
metanol 5% y ácido fórmico 1% y las mezclas peptídicas se analizaron mediante 
cromatografía líquida acoplada a espectrometría de masas en tándem (LC-MS/MS). La 
cromatografía se realizó con un instrumento Agillent 1200 acoplado a un LTQ-Velos 
Reactivo Concentración 
BSA 
BSA 1 µg 
H2O2 1 mM 
Nitrito 1 mM 
Hemina 10 µM 
K2PO4/KHPO4 (pH 7,0) 50 mM 
Lb 
Lb 10 µM 
H2O2 100 µM 
Nitrito 1 mM 
K2PO4/KHPO4 (pH 6,5) 20 mM 
Quelantes 
DTPA 100 µM 
DFO 100 µM 
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(ThermoFisher Scientific, Walthman, EEUU) equipado con una fuente de iones microESI 
(ThermoFisher Scientific). Los espectros LC-MS/MS se analizaron usando el software 
SEQUEST (Proteome Discoverer v1.3,ThermoFisher) monitorizando el cambio de masa 
generado por la nitración de Tyr (+46 Da). El análisis semicuantitativo de las NO2-Tyr se 
realizó usando el método Pseudo SRM (Pseudo Selected Reaction Monitoring). El 
análisis por espectrometría de masas se realizó en colaboración con el Laboratorio de 
Proteómica CSIC/UAB, Barcelona. 
 
 
3.15. Purificación de núcleos 
 
Los núcleos fueron purificados a partir de nódulos de soja según el protocolo descrito 
por Folta y Kaufman (2000) con modificaciones. Se homogeneizaron 5 g de nódulos a 
4°C en mortero con 15 mL de tampón de extracción [hexilénglicol 1 M, PIPES-KOH 0,5 M 
(pH 7,0), MgCl2 10 mM]. El homogeneizado se filtró a través de ocho capas de gasa y, 
con el fin de lisar las membranas de los orgánulos, al filtrado se le agregó gota a gota 
Tritón X-100 10% hasta lograr una concentración final del 0,75%. La suspensión se dejó 
a 4°C durante 10 min con agitación suave, y a continuación se centrifugó a 300g 
durante 5 min. El pellet resultante de esta centrifugación se denominó ‘fracción i’ y el 
sobrenadante se volvió a centrifugar a 2000g durante 10 min. En este caso, el 
sobrenadante se eliminó y se conservaron los dos tipos de pellet. Uno de ellos se 
denominó ‘pellet suelto’ (fracción ii), ya que no se adhería a las paredes del tubo, y el 
otro, denominado ‘pellet normal’ (fracción iii), se resuspendió en 1,5 mL de tampón de 
gradiente [hexilénglicol 0,5 M, PIPES-KOH 0,5 M (pH 7,0), MgCl2 10 mM, Tritón X-100 
0,5%] y se cargó sobre dos capas de Percoll (5 mL de 30% arriba y 7 mL de 60% abajo, 
ambas preparadas en tampón de gradiente). El gradiente discontinuo de densidad se 
generó mediante centrifugación a 4000g durante 30 min (Fig.3.4). El pellet se lavó dos 
veces con tampón de gradiente para eliminar los restos de Percoll. 
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3.16. Extracción de flavinas en plantas y levaduras 
 
Los nódulos de judía fueron homogeneizados en mortero a 4°C y en oscuridad con 
medio de extracción de flavinas [acetato de amonio 10 mM (pH 6,0), metanol 10%]. Las 
levaduras se cultivaron en medio líquido YPD hasta una DO660 0,7, se lavaron dos veces 
con PBS y se lisaron mediante agitación en microtubos conteniendo bolas de acero 
inoxidable (3 mm) con el medio de extracción de flavinas en un molino de bolas MM301 
(Retsch). La extracción de flavinas de los núcleos purificados (3.15) se realizó 
resuspendiendo el pellet que contenía la mayoría de los núcleos en medio de extracción 
Figura 3.4. Esquema del aislamiento y purificación de núcleos a partir de nódulos de judía. Se 
indican las distintas fracciones (i, ii y iii) en las cuales se analizó la pureza. 
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de flavinas [acetato de amonio 10 mM (pH 6,0), metanol 50%]. En todos los casos se 
trabajó en oscuridad y las muestras fueron centrifugadas, filtradas y analizadas 
mediante HPLC (3.17). 
 
 
3.17. Cuantificación de flavinas 
 
Las muestras obtenidas según se especifica en 3.16 fueron inyectadas en un HPLC 
equipado con una columna C18 Nova-Pak (3,9 x 150 mm; Waters, Milford, EEUU) y 
un detector de fluorescencia (modelo 474, Waters; excitación 445 nm, emisión 520 
nm). La separación de las flavinas se realizó de forma isocrática (20% metanol, 
acetato de amonio 1 mM (pH 6,0)) con un flujo de 1 mL/min. Además, la 
identificación de las flavinas fue verificada mediante cromatografía líquida acoplada 
a espectrometría de masas (LC-ESI-TOF MS). 
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4. RESULTADOS 
 
 
4.1. Obtención de las globinas recombinantes de Lotus 
 
El primer objetivo de esta Tesis fue obtener las Hbs no simbióticas y truncadas de Lotus 
en cantidades suficientes para su caracterización bioquímica. Para ello, clonamos y 
expresamos los cinco genes en un sistema heterólogo (E. coli). La concentración de 
estas globinas es muy baja en los tejidos vegetales, lo que hace inviable la obtención de 
las proteínas nativas. La excepción es la Lb, que se encuentra a concentraciones 1-5 mM 
en los nódulos y por tanto puede purificarse directamente. 
Los detalles de la estructura de los genes que codifican Hbs, así como la 
caracterización funcional de las proteínas y la determinación de sus patrones de 
expresión en nódulo han sido publicados recientemente por nuestro grupo (Bustos-
Sanmamed y cols, 2011). 
En este primer apartado se detallan los procedimientos y los resultados 
obtenidos en los experimentos de clonación, expresión y purificación de las globinas de 
Lotus en E. coli. En todos los casos la nomenclatura de las proteínas recombinantes se 
especifica en la Tabla 4.1. 
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Tabla 4.1. Nomenclatura de las distintas proteínas recombinantes. 
Nombre Tipo de Hb Clase de Hb 
Glb1-1 No simbiótica 1 
Glb1-2 No simbiótica 1 
Glb2 No simbiótica 2 
Glb3-1 Truncada 3 
Glb3-2 Truncada 3 
 
 
4.1.1. Clonación de las secuencias codificantes 
 
El primer paso para la obtención de las proteínas recombinantes es la amplificación de 
las ORFs. Para ello se aislaron los mRNAs de las Hbs de nódulos, ya que se sabía 
previamente que en este órgano los niveles de expresión son máximos. La extracción de 
RNA total y la subsiguiente síntesis de cDNA se realizó tal como se detalla en el 
apartado 3.3. 
La amplificación de las ORFs se realizó mediante PCR sobre el cDNA molde 
empleando cebadores específicos para cada caso (Tabla 3.8 de Materiales y Métodos). 
Como resultado de la amplificación, se obtuvieron fragmentos del tamaño esperado 
(Fig. 4.1A). Para los genes Glb1-1 y Glb3-1 se observan dos bandas en cada caso, una 
abundante y de menor tamaño y otra de menor abundancia y mayor tamaño. Esta 
última podría tratarse de una forma de splicing alternativo de los genes. En la Figura 
4.1B se muestran las bandas correspondientes a los genes Glb1-1 y Glb3-1 obtenidas en 
un gradiente de temperatura 50-60°C. Ambas bandas estaban presentes en todas las 
temperaturas de hibridación ensayadas y codifican globinas, tal como se confirmó por 
secuenciación, si bien en esta Tesis no continuamos el estudio de los posibles splicings 
alternativos. 
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Los fragmentos amplificados fueron clonados en el vector pET200 (Invitrogen). 
Este vector se encuentra bajo el control del promotor T7, contiene el gen nptII que 
confiere resistencia a kanamicina como marcador de selección, e incluye una señal 
6xHis para facilitar el proceso de purificación mediante cromatografía de afinidad por 
iones metálicos inmovilizados. Las construcciones se enviaron a un servicio de 
secuenciación para verificar las secuencias. Éstas se analizaron mediante el algoritmo 
BLAST (Basic Local Alignment Search Tool, NCBI). 
El análisis de las secuencias de nucleótidos de las Hbs nos ha suministrado la 
siguiente información. La ORF de Glb1-1 tiene 486 pb y codifica una proteína teórica de 
18,0 kDa, 161 aminoácidos y un punto isoeléctrico (pI) de 9,00. La ORF de Glb1-2, 
también de 486 pb, codifica una proteína de 18,1 kDa, 161 aminoácidos y pI de 6,11. El 
gen Glb2 tiene una ORF de 459 pb y codifica una proteína de 17,1 kDa, 152 aminoácidos 
Figura 4.1. Amplificación de la secuencia de cDNA de los genes de las globinas de Lotus. (A) 
Bandas obtenidas para los genes Glb1-1, Glb1-2, Glb2, Glb3-1 y Glb3-2. En el caso de Glb1-1 y 
Glb3-1 se observa una segunda banda de mayor tamaño y menor intensidad. (B) Bandas 
correspondientes a Glb1-1 y Glb3-1 obtenidas en un gradiente de temperatura (50-60°C). 
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y pI 5,45. En cuanto a las Hbs truncadas, Glb3-1 posee una ORF de 510 pb y codifica una 
proteína de 169 aminoácidos, 19,6 kDa y pI 6,22, y Glb3-2 tiene una ORF de 507 pb, que 
codifica una proteína de 168 aminoácidos, 19,5 kDa y pI 5,87.  
En la Figura 4.2 se muestra el alineamiento de las secuencias aminoacídicas de 
las cinco Hbs no simbióticas y truncadas. Las Hbs de clase 1 presentan un 84% de 
similitud entre sí y las de clase 3 un 87%. La Hb de clase 2 presenta una similitud de 55-
59% con las de clase 1 y una similitud de 34-36% con las de clase 3.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
4.1.2. Expresión en bacterias 
 
Una vez comprobada la integridad de las secuencias clonadas, el siguiente paso fue la 
optimización de la expresión de las proteínas recombinantes. Inicialmente se trabajó 
con minicultivos (10 mL) con el fin de determinar las condiciones más adecuadas para la 
Figura 4.2. Alineamiento de las secuencias de las tres clases de globinas de Lotus realizado con 
el programa Clustal Omega. 
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inducción de la expresión. En un principio se usó LB como medio de cultivo, pero luego 
se cambió a TB, ya que es un medio que permite obtener cultivos de mayor densidad a 
la par que retarda la lisis de las bacterias. 
Los parámetros que se analizaron durante la optimización de la expresión 
fueron: cepa de expresión de E. coli (BL21 y C41), concentración de IPTG (0,1 a 0,5 mM), 
temperatura de crecimiento del cultivo antes y después de la adición del IPTG 
(temperatura ambiente y 37°C) y tiempo de inducción (1-20 h). En cada caso se 
analizaron extractos crudos de cultivos inducidos y no inducidos (1 mL) mediante 
análisis western usando un anticuerpo comercial anti-6xHis (Fig. 4.3). Las condiciones 
óptimas de crecimiento y expresión para cada globina recombinante se resumen en la 
Tabla 4.2. Estas condiciones se aplican tanto para las proteínas silvestres como para las 
mutantes. 
 
Tabla 4.2. Condiciones de crecimiento y expresión de las globinas. 
Proteína Cepa de 
expresión 
[IPTG] 
(mM) 
Temperatura 
crecimiento 
antes IPTG (°C) 
Temperatura 
crecimiento 
después IPTG (°C) 
Horas 
inducción 
Glb1-1 C41 0,25 37 TA 8 
Glb1-2 BL21/C41 0 37 37 - 
Glb2 C41 0,25 37 TA 20 
Glb3-1 C41 0,25 37 TA 20 
Glb3-2 BL21/C41 0,25 37 TA 20 
TA: temperatura ambiente. 
 
En la Figura 4.3 se muestran las expresiones piloto de dos de las globinas que se 
sobreexpresaron, para determinar el número de horas necesarias para su inducción. El 
panel A corresponde a la Glb1-2, que no requiere IPTG para la inducción ya que se 
detecta en el cultivo desde el tiempo 0, si bien se observa un ligero aumento en la 
cantidad de proteína en los cultivos inducidos. También se puede apreciar que la 
proteína no es degradada por las bacterias al menos hasta 20 h posinducción. El panel B 
corresponde a la Glb2, pero es representativo para las restantes Glbs. La expresión de 
estas proteínas requiere IPTG, ya que no se detectan a tiempo 0 ni en los cultivos 
control, y se mantiene estable al menos hasta 20 h posinducción. 
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4.1.3. Purificación de las proteínas recombinantes 
 
Una vez determinadas las condiciones óptimas de expresión, se amplió el volumen de 
los cultivos desde los 10 mL hasta 8 L para cada ensayo de sobreexpresión. Salvo que se 
especifique de otra forma, las proteínas fueron purificadas de acuerdo con el siguiente 
procedimiento: fraccionamiento con sulfato de amonio (30-75%) y cromatografías de 
afinidad con Ni2+ (HiTrap) e intercambio aniónico (DE-52) (ver apartado 3.5.1). 
Las distintas fracciones del proceso de purificación fueron analizadas mediante 
SDS-PAGE para evidenciar el enriquecimiento en la proteína recombinante y para 
evaluar su pureza, en el caso de la fracción final. En la Figura 4.4 se muestra el análisis 
por SDS-PAGE del proceso de purificación de la Glb1-1 (Fig. 4.4A) y Glb3-1 (Fig. 4.4B). 
Como se puede observar, la purificación de la Glb3-1 se completó tras la elución de la 
columna de afinidad; en cambio, la purificación de la Glb1-1 finalizó tras la elución de la 
columna DE-52. El criterio seguido para determinar el grado de purificación necesario 
en cada caso fue el cociente entre la absorbancia en la región Soret (banda 
característica de las hemoproteínas) y la absorbancia a 280 nm (que presentan todas las 
Figura 4.3. Inmunoblots mostrando las expresiones piloto realizadas para determinar las horas 
de inducción con IPTG de (A) Glb1-2 y (B) Glb2. Se cargaron 10 µg de proteína y las diluciones 
de los anticuerpos primario (6xHis) y secundario fueron 1:3000 y 1:20000, respectivamente. Los 
números corresponden a las horas de crecimiento del cultivo tanto en la situación control como 
con IPTG. 
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proteínas debido a los aminoácidos aromáticos). Este cociente Soret/A280 es muy útil 
para evaluar la pureza de las hemoproteínas, siendo un cociente 2,5 indicativo de una 
pureza >90%. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
La purificación de la Glb1-1 requiere la adición de 100-150 mM de NaCl a los 
tampones a partir del paso de diálisis en el que se elimina el imidazol (después de la 
columna de afinidad), ya que de otra forma la proteína precipita casi totalmente 
(90%). El análisis de espectrometría de masas MALDI-TOF nos permitió determinar 
que la fracción minoritaria que permanece soluble sin NaCl corresponde únicamente a 
la forma monomérica de la proteína y, en cambio, que la fracción mayoritaria que 
necesita NaCl está compuesta por una mezcla monómero/dímero (Tabla 4.3). Mediante 
FPLC separamos las dos poblaciones de proteína de la fracción con NaCl, y observamos 
que el dímero se forma por medio de un enlace disulfuro, ya que se convierte en 
monómero mediante la adición de DTT 20 mM (Fig. 4.5). Esto último fue corroborado 
mediante análisis de espectrometría de masas MALDI-TOF (Tabla 4.3), que también 
Figura 4.4. SDS-PAGE de las distintas fracciones del proceso de purificación de las globinas 
recombinantes. (A) Glb1-1, (B) Glb3-1. 1, extracto crudo; 2, extracto inducido (IPTG 0,25 mM); 
3, extracto fraccionado (sulfato de amonio 30-75%); 4, fracción eluida de la columna de 
afinidad (fracción final para Glb3-1); 5, fracción eluida de la columna DE-52 (fracción final para 
Glb1-1). Se cargaron 5 µg de proteína en todos los carriles. 
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sirvió para determinar la identidad de las Cys involucradas en el enlace disulfuro (Cys-
78). Asimismo, en la Tabla 4.3 se muestran las relaciones (m/z) de las distintas globinas. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Tabla 4.3. Relaciones m/z de las distintas globinas determinadas mediante 
MALDI-TOF. 
Globina m/z
a
 
Glb1-1 22163 
Glb1-1 NaCl 22157 / 44376 
Glb1-1 NaCl DTT 22154 
Glb1-2 22179 
Glb1-2 mutada 22147 
Glb2 21244 
Glb2 mutada 21244 
Glb3-1 23695 
Glb3-2 23555 / 47152 
a
 Error experimental <50 Da.   
Figura 4.5. Cromatograma FPLC mostrando que la fracción de la Glb1-1 que requiere NaCl para 
permanecer soluble es una mezcla de la forma dimérica y monomérica (azul), y que la adición 
de DTT 20 mM convierte el dímero a monómero (rojo). Se indica asimismo la relación m/z de 
ambas fracciones. 
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4.2. Caracterización bioquímica de las globinas 
 
4.2.1. Propiedades espectroscópicas 
 
En este segundo apartado se presentan los resultados correspondientes a la 
caracterización bioquímica de las globinas de Lotus, con especial énfasis en las Hbs no 
simbióticas y truncadas, ya que hasta ahora no se había realizado la caracterización del 
conjunto completo de las globinas de una leguminosa. Aunque existe mucha 
información estructural y funcional sobre las Hbs de clase 1, nuestro conocimiento 
sobre las Hbs de clase 2 y 3 de plantas es muy limitado. 
El espectro de la región Soret-visible de las Hbs brinda información estructural 
importante. En las Figuras 4.6 a 4.11 se muestran los espectros de las distintas globinas 
en las formas férrica (3+) y ferrosa (2+), así como los espectros de los complejos con CO, 
O2, NO y CN. Dichos espectros revelan el estado de coordinación del hemo: 
pentacoordinado o hexacoordinado. Las dos Hbs de clase 1 son mayoritariamente 
hexacoordinadas, tanto en forma ferrosa (banda α 557 nm y banda β 530 nm) como 
férrica (banda α 530 nm y un hombro 560 nm; Figs. 4.6 y 4.7). El espectro de la Glb1-
12+ tiene una banda de Soret bien definida (425 nm) y bandas α y β divididas (554 y 563 
nm, y 527 y 534 nm, respectivamente; Fig. 4.6). Este mismo espectro tan particular se 
ha descrito también para la Glb1 de cebada (Duff y cols, 1997). La banda de Soret 
estrecha sugiere una especie única y el espectro visible de cuatro bandas podría reflejar 
una interconversión lenta entre dos conformaciones proteicas, cada una 
correspondiendo, probablemente, a distintos ambientes del ligando de los hemos (Duff 
y cols, 1997). 
 De forma sorprendente para una Hb de clase 2, que se supone que es 
hexacoordinada en las formas férrica y ferrosa (Smagghe y cols, 2009; Kakar y cols, 
2010), la Glb2 presenta un espectro típico hexacoordinado en la forma férrica, pero uno 
pentacoordinado en la forma desoxiferrosa (Fig. 4.8). Las dos Hbs de clase 3 presentan 
un espectro típico de una globina pentacoordinada, tanto en estado desoxiferroso 
(banda α 560 nm y sin banda β) como férrico (bandas poco definidas a 500, 540 y 580 
nm; Figs. 4.9 y 4.10). 
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Figura 4.6. Espectros 
Soret-visible de la 
Glb1-1 férrica y ferrosa 
y de algunos de sus 
complejos más 
representativos. 
Figura 4.7. Espectros 
Soret-visible de la 
Glb1-2 férrica y ferrosa 
y de algunos de sus 
complejos  más 
representativos. 
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Figura 4.8. Espectros 
Soret-visible de la 
Glb2 férrica y ferrosa y 
de algunos de sus 
complejos  más 
representativos. 
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Figura 4.9. Espectros 
Soret-visible de la 
Glb3-1 férrica y ferrosa 
y de algunos de sus 
complejos  más 
representativos. 
Figura 4.10. Espectros 
Soret-visible de la 
Glb3-2 férrica y ferrosa 
y de algunos de sus 
complejos  más 
representativos. 
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 Todas las globinas fueron capaces de unir O2, CO y NO en forma ferrosa y 
cianuro en forma férrica (Figs. 4.6 a 4.10). Mediante las técnicas de flash photolysis 
(Hargrove, 2000) y stopped-flow (Sturms y cols, 2010; Trent y cols, 2001), medimos las 
constantes de afinidad de O2 (K) de las Hbs no simbióticas. Los valores de K obtenidos 
fueron muy distintos para cada clase de globina, pero también para las proteínas de 
una misma clase (Tabla 4.4). La Glb1-1 tiene una afinidad por el O2 extremadamente 
alta (K = 50 pM) debido principalmente a una tasa de disociación del O2 muy lenta 
(koff = 0,004 s
-1). La afinidad de la Glb1-2 por el O2 es también muy elevada 
(K = 0,90 nM), pero similar a la encontrada para las Hbs de monocotiledóneas. Por el 
contrario, la Glb2 tiene una afinidad moderada (K = 11 nM), que es consecuencia de 
una tasa de disociación de O2 relativamente rápida (koff = 0,86 s
-1) (Tabla 4.4). 
 
 
Tabla 4.4. Constantes de asociación, disociación y equilibrio* para el O2 de diversas globinas 
representativas. 
Globina    kon (µM
-1
 s
-1
)    koff  (s
-1
)    K
  
(nM) Referencia 
Globinas con alta afinidad 
por el O2 
    
Glb1-1 Lotus 81   0,004   0,05 Esta Tesis 
Glb1-2 Lotus 300 0,27 0,90 Esta Tesis 
Glb1 arroz 68  0,038 0,56 Smagghe y cols, 2009 
Glb1 cebada 50  0,027 0,54 Smagghe y cols, 2009 
Glb1 tomate 30      0,50 15 Ioanitescu y cols, 2005 
Hb Trema 210 0,38 1,82 Sturms y cols, 2010 
Glb2 Lotus 77 0,86 11 Esta Tesis 
Glb1 Arabidopsis 74 0,12 1,61 Smagghe y cols, 2009 
Glb2 Arabidopsis 86 0,14       2,0 Smagghe y cols, 2009 
Glb2 Arabidopsis 150      2,00 13 Ioanitescu y cols, 2005 
Hb Ascaris             1,5 0,004 2,73 Weber y Vinogradov, 2001 
Neuroglobina humana  300      0,4       1,3 Ioanitescu y cols, 2005 
Transportadores de O2  
    
Lba soja 130 5,6 43 Smagghe y cols, 2009 
Hb Parasponia 165 15,0 90 Sturms y cols, 2010 
Mb esperma de ballena 14       12 857 Weber y Vinogradov, 2001 
*kon, constante de asociación; koff, constante de disociación; K, constante de equilibrio o de afinidad por O2 (koff/kon). 
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Las Glb3-1 y Glb3-2 presentan una cinética de unión de O2 y CO que es 
independiente de la concentración de sustrato, lo que imposibilita el cálculo de las 
constantes bimoleculares. Sin embargo, las constantes observadas de unión con O2 
(kon), medidas por flash photolysis, fueron 240 s
-1 y 6540 s-1, para la Glb3-1 y Glb3-2, 
respectivamente. 
 
4.2.2. Ensayos de reducción 
 
El hecho de que se hayan localizado Hbs de clase 1 en el núcleo celular (Seregélyes y 
cols, 2000; Qu y cols, 2005; Hebelstrup y cols, 2007), que carece presumiblemente de 
reductasas de Hbs como la monodeshidroascorbato reductasa (Dalton y cols, 1993; 
Miyake y cols, 1998), nos llevó a plantear la hipótesis de que las flavinas participen en la 
reducción del hemo en las tres clases de globinas. Para llevar a cabo estos ensayos, 
usamos concentraciones fisiológicas de nucleótidos de piridina y de flavinas en los 
tejidos de leguminosas, que se estiman en el rango de 0,2-2 mM y 5-50 µM, 
respectivamente (Pankhurst, 1974; Becana y Klucas, 1990; Rodríguez-Celma y cols, 
2011). Los ensayos de reducción de las cinco Hbs no simbióticas y truncadas se 
realizaron sistemáticamente con FMN y FAD, porque ambas flavinas son muy solubles y 
cofactores de las flavoproteínas. Asimismo, observamos que la riboflavina, una flavina 
muy abundante en nódulos (Pankhurst, 1974; Becana y Klucas, 1990), también reduce 
las globinas, aunque su relativa insolubilidad dificulta su uso en los ensayos. 
En la Figura 4.11, para simplificar, se muestran únicamente los datos obtenidos 
usando NAD(P)H 0,2 mM para las Hbs de clase 1 y 2, NAD(P)H 1 mM para las Hbs de 
clase 3, y 20 µM de la flavina más activa (FAD o FMN) para cada globina. Estos 
resultados pueden resumirse como sigue. (i) El NADH o NADPH por sí mismos no 
reducen ninguna globina a velocidad significativa. (ii) Las flavinas catalizan la reducción 
del hemo a tasas que son dependientes del nucleótido de piridina, de la flavina y de la 
clase de globina. (iii) Las dos Hbs de clase 1 presentan diferencias importantes en las 
cinéticas de reducción con FMN y FAD. Con NAD(P)H 0,2 mM, la Glb1-1 es reducida 
bastante rápido (60-100 min) por NADH+FAD (92%), por NAD(P)H+FMN (95%) y, en 
menor medida, por NADPH+FAD (33%). La Glb1-2 es reducida muy rápido (20 min) por 
NADH+FAD (97%) y NADPH+FAD (75%) y, de forma mucho menos eficiente, por 
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NAD(P)H+FMN (20%). El aumento de la concentración de NAD(P)H a 1 mM provoca la 
reducción completa de la Glb1-1 con ambas coenzimas y  90% de reducción de la 
Glb1-2 con FAD, pero sólo un 36% de reducción con FMN. (iv) La Glb2 es la globina que 
se reduce más lentamente. Tras 180 min con NAD(P)H 0,2 mM, la reducción es 67% con 
NADH+FAD o NADH+FMN, 58% con NADPH+FMN y sólo 26% con NADPH+FAD. 
Aumentando la concentración de NAD(P)H a 1 mM se consigue un 82% de reducción 
con NADH+FAD o NADH+FMN. (v) No hay demasiadas diferencias en las tasas de 
reducción entre las dos Hbs de clase 3. Glb3-1 y Glb3-2 requieren NAD(P)H 1 mM para 
alcanzar una reducción casi completa (60-100 min) con FMN (87-94%), a pesar de que 
los niveles de reducción son aún bajos con FAD (38-47%). Con NAD(P)H 0,2 mM, la 
reducción de ambas proteínas es de 16% con FMN y 40% con FAD. A partir de todos 
estos datos se puede concluir que: (i) las Hbs de clase 1 se reducen muy rápido, siendo 
la reducción similar con FAD o FMN para Glb1-1, pero significativa sólo con FAD en el 
Figura 4.11. Reducción de las globinas con NAD(P)H y flavinas. Los ensayos se realizaron en un 
medio con la siguiente composición: 50 mM tampón fosfato (pH 7,0), 50 µM DTPA, 30 µM 
globinas en estado férrico, 20 µM flavinas y 200 µM (para Glb1-1, Glb1-2 y Glb2) ó 1 mM (para 
Glb3-1 y Glb3-2) de NAD(P)H. Todos los ensayos de reducción se realizaron en tampón saturado 
en CO para estabilizar la forma ferrosa de las globinas como complejos con CO, excepto la 
Glb1-1, que fue reducida en un tampón aeróbico. Los datos se expresan como porcentaje de las 
globinas reducidas, en forma de complejos con O2 (Glb1-1) o con CO (las globinas restantes). 
Los valores son medias ± ES de 3-5 réplicas, correspondientes al menos a dos preparaciones de 
proteína distintas. 
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caso de la Glb1-2; (ii) las Hbs de clase 2 se reducen de forma lenta si se compara con las 
otras globinas, con preferencia por NADH respecto a NADPH, pero sin preferencia por la 
flavina; y (iii) las Hbs de clase 3 requieren concentraciones más altas de NAD(P)H que 
las otras globinas y se reducen más eficientemente con FMN que con FAD. 
Debido a que las células de la raíz pueden experimentar episodios transitorios 
de hipoxia causados, por ejemplo, por estrés hídrico o inundación, y que las células 
infectadas de los nódulos tienen una concentración de O2 libre de 30 nM para evitar la 
inactivación de la nitrogenasa (Appleby, 1984), nos propusimos averiguar si la reducción 
de las globinas ocurre en las condiciones casi anaeróbicas imperantes en algunos tejidos 
vegetales. La Figura 4.12 muestra que cuatro de las cinco globinas ensayadas fueron 
reducidas completamente a sus formas desoxiferrosa por el sistema NAD(P)H + flavina 
cuando se eliminó prácticamente todo el O2. La excepción fue la Glb1-1, que se 
mantiene oxigenada (Glb1-12+O2) en estas condiciones. El comportamiento singular de 
esta globina quedó evidenciado previamente durante los ensayos de reducción con 
tampón saturado en CO, ya que el CO fue incapaz de desplazar al O2 del hemo. Esto
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 4.12. Reducción anaeróbica de las globinas con NAD(P)H y flavinas. Los ensayos se 
realizaron purgando el tampón y todos los reactivos con N2 dentro de una cubeta con tapa de 
goma, en la cual se inyectó la proteína. Los espectros demuestran la reducción completa de 
cuatro globinas a la forma desoxiferrosa (Glb
2+
). En estas condiciones de reacción, la Glb1-1 aún 
retiene O2 en forma del complejo oxiferroso (Glb
2+
O2). 
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puede explicarse por la extrema afinidad por O2 de la Glb1-1 (Tabla 4.4). La única forma 
de reducir esta globina a la forma desoxiferrosa fue mediante la adición de ditionito, ya 
que este potente reductor provoca, además, la eliminación completa del O2 en el medio 
(Fig. 4.6). 
 
 
4.3. Cuantificación de flavinas 
 
Para comprobar si las concentraciones de flavinas en los tejidos vegetales son 
suficientes para mantener la actividad de las globinas, cuantificamos las flavinas libres 
en raíces y nódulos de Lotus y en núcleos de células de nódulos de soja. Estas medidas 
requirieron la puesta a punto de métodos de determinación de flavinas por HPLC con 
detección por fluorescencia y de gradientes de Percoll para la purificación de los 
núcleos. 
A partir de análisis western usando anticuerpos que reconocen la histona H3 
(marcador de núcleos), Lb (proteína citosólica) y NifH (subunidad de la nitrogenasa), 
determinamos que las preparaciones de núcleos obtenidas mediante los gradientes de 
Percoll se encuentran muy puras y libres de contaminación con citoplasma, bacteroides 
o simbiosomas (Fig. 4.13A). Las distintas fracciones del proceso de purificación 
(realizado según se indica en el apartado 3.15), analizadas con los anticuerpos 
mencionados anteriormente, son las siguientes: (i) Pellet obtenido por centrifugación a 
300g durante 3 min. (ii) ‘Pellet suelto’ resultado de la centrifugación a 2000g durante 10 
min. (iii) ‘Pellet normal’ resultado de la centrifugación a 2000g durante 10 min (Fig. 
4.13A). Hemos empleado los términos ‘pellet suelto’ y ‘pellet normal’ para diferenciar 
los dos tipos de pellets encontrados: el primero, aunque queda en el fondo del tubo, no 
se adhiere a las paredes del mismo, mientras que el segundo sí queda adherido a las 
paredes. En la Fig. 4.13 se observa claramente que la totalidad de los bacteroides se 
encuentra en el ‘pellet suelto’ (fracción 2 en la Fig. 4.13A), mientras que los núcleos se 
encuentran principalmente en el ‘pellet normal’ (fracción 3 en la Fig. 4.13A). En la 
Figura 4.13B se observa el enriquecimiento en histonas al purificar mediante un 
gradiente de Percoll 30-60% el ‘pellet normal’. Este mismo western se realizó con los 
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anticuerpos NifH y Lb, pero no se detectó señal en ningún caso, lo que confirma la 
pureza de dicha fracción. 
Hemos estimado que la concentración de flavinas es 5 µM en raíces y 30 µM 
en nódulos de Lotus, valores similares a los encontrados en otras leguminosas 
(Pankhurst y cols, 1974; Becana y Klucas, 1990; Rodríguez-Celma y cols, 2011). Por otra 
parte, los núcleos de los nódulos de soja contienen 25 nmoles de flavinas por mg de 
proteína, lo que demuestra que estos orgánulos son particularmente ricos en flavinas. En 
todos los casos, la flavina más abundante es la riboflavina, encontrándose menores 
cantidades de FMN y FAD (Fig. 4.13C). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 4.13. Inmunoblots mostrando las distintas fracciones de la purificación de núcleos de 
nódulos de judía mediante gradientes de Percoll. 1: Pellet obtenido por centrifugación a 300g 
durante 3 min; 2: ‘Pellet suelto’ resultado de la centrifugación a 2000g durante 10 min; 3: ‘Pellet 
normal’ resultado de la centrifugación a 2000g durante 10 min. (A) Inmunoblots con los 
anticuerpos NifH y H3. (B) Enriquecimiento en histonas de las fracciones interfase y pellet que 
se obtiene al someter la fracción 3 a un gradiente de Percoll. (C) Separación cromatográfica de 
las flavinas de las distintas muestras ensayadas. Para poder representar los cuatro 
cromatogramas en un mismo gráfico, los valores se modificaron de la siguiente forma:    
Nódulos x 3,5, Raíces x 5, Núcleos x 10, Levaduras x 5. 
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Asimismo, cuantificamos los niveles de flavinas en células de levaduras que 
sobreexpresan Hbs de plantas, tras un crecimiento de 48 h, con el fin de averiguar si las 
flavinas podrían contribuir a mantener la actividad de las globinas in vivo. Utilizando 
factores de conversión para volúmenes celulares (Guthrie y Fink, 1991), encontramos 
que las células de levadura contienen 4 µM riboflavina, 12 µM FMN y 19 µM FAD. De 
esta forma, los niveles endógenos de flavinas de raíces, nódulos, núcleos y levaduras se 
encuentran en el rango necesario para mantener operativo el sistema NAD(P)H + 
flavinas in vitro. 
 
 
4.4. Inmunolocalización de las globinas 
 
4.4.1. Anticuerpos policlonales 
 
Las proteínas Glb1-2, Glb2 y Glb3-2 recombinantes de Lotus y la Lb nativa de P. vulgaris 
(PvLb), purificadas según se detalla en el apartado 3.5, fueron enviadas a un servicio 
comercial (Biogenes) para producir anticuerpos policlonales monoespecíficos para cada 
clase de Hb no simbiótica o truncada y para la PvLb. 
En una primera etapa, se analizaron los antisueros obtenidos a partir de dos 
conejos para cada proteína con el fin de determinar si se procedía a la purificación de 
los mismos mediante columnas de afinidad. El análisis de los antisueros reveló que 
todos presentaban reactividad frente a las proteínas específicas, tanto recombinantes 
como nativas (estas últimas presentes en nódulos, raíces y hojas de Lotus), por lo que 
se purificaron los anticuerpos policlonales monoespecíficos. Estos anticuerpos son los 
que se han empleado en la Tesis. En la Figura 4.14A se puede ver la especificidad de los 
anticuerpos generados frente a las Hbs no simbióticas y truncadas, y en la Figura 4.14B 
se muestra la expresión de las globinas en distintos tejidos de Lotus. De igual forma, en 
la Figura 4.15A se puede observar la reactividad del anticuerpo PvLb frente a distintas 
leguminosas y en la Figura 4.15B la especificidad de este anticuerpo. Se aprecia que el 
anticuerpo reconoce la Lb de otras cuatro leguminosas, además de judía, y que también 
presenta reactividad frente a la Glb2 de Lotus, lo cual era en cierto modo esperable 
debido a la elevada similitud de ambos tipos de proteínas. 
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Figura 4.15. Inmunoblots mostrando la reactividad y 
especificidad del anticuerpo de PvLb. (A) Lb de 
distintas leguminosas evidenciada con el anticuerpo 
generado frente a la proteína nativa de judía. 1: 
alfalfa, 2: guisante, 3: Lotus, 4: soja y 5: judía. Se 
cargaron entre 100 ng y 4 µg de proteína y las 
diluciones de los anticuerpos primario y secundario 
fueron 1:2000 y 1:20000, respectivamente. (B) 
Proteínas recombinantes reconocidas por el 
anticuerpo PvLb. Se cargaron 0,1 µg de proteína y las 
diluciones de los anticuerpos primario y secundario 
fueron 1:1000 y 1:20000, respectivamente. Las 
etiquetas debajo de los pocillos indican el nombre de 
las globinas. 
 
Figura 4.14. Inmunoblots mostrando la especificidad de los anticuerpos de las Hbs no 
simbióticas y truncadas, y la expresión de las globinas en tejidos de Lotus. (A) Proteínas 
recombinantes reconocidas por los anticuerpos generados frente a las tres clases de 
globinas. Se cargaron 0,1 µg de proteína y las diluciones de los anticuerpos primario y 
secundario fueron 1:2000 y 1:20000, respectivamente. (B) Expresión de las proteínas en 
plantas de Lotus: hojas (H), raíces (R) y nódulos (N). Se cargaron entre 50 y 150 µg de 
proteína y las diluciones de los anticuerpos primario y secundario fueron 1:200 y 1:20000, 
respectivamente. Las etiquetas debajo de los pocillos indican el nombre de las globinas o de 
los tejidos. 
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4.4.2. Inmunolocalización 
 
La inmunolocalización precisa y sensible de las globinas no simbióticas y truncadas, que 
son muy poco abundantes en los tejidos vegetales (Gupta y cols, 2011), mediante 
microscopía electrónica de transmisión requiere el empleo de anticuerpos 
monoespecíficos, junto con la preparación del material con criotécnicas tales como 
freeze substitution y/o fijación a baja temperatura e inclusión en resina (Rubio y cols, 
2009), ya que estos métodos preservan mejor los epítopos sensibles que las técnicas 
convencionales de fijación y deshidratación (Dalton y cols, 1993). 
Los inmunoblots de las proteínas recombinantes purificadas muestran que los 
anticuerpos son específicos para cada clase de globina y que presentan reactividad 
cruzada entre las proteínas de la misma clase (Fig. 4.14A). La microscopía con marcado 
de oro de nódulos de Lotus revela que las tres clases de globinas se localizan 
predominantemente en el núcleo (Fig. 4.16A-D) y, en mucha menor medida, en el 
citoplasma y en los plastidios de los nódulos o en los cloroplastos de las hojas (Fig. 
4.16E), mientras que no se detecta marcaje en las mitocondrias o peroxisomas. A modo 
comparativo, también se realizó la inmunolocalización de la Lb, con un anticuerpo 
generado frente a la Lb1, una de las tres Lbs de Lotus. Se observa que esta globina 
simbiótica está presente en el citoplasma, como es esperarable para una proteína que 
transporta O2 en el citoplasma hasta los simbiosomas (Appleby, 1984), pero también, y 
de forma muy abundante, en los núcleos de las células infectadas de los nódulos (Fig. 
4.16F). 
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Figura 4.16. Localización mediante inmunomarcado con oro de las globinas en tejidos de 
leguminosas. La figura muestra algunas micrografías representativas para simplificar, ya que se 
encontró una localización subcelular similar para las tres clases de globinas. Para la Glb1, el 
marcado (flechas) se observa predominantemente en los núcleos de las células nodulares (a) y 
raíces (b). Continúa en la siguiente página. 
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4.5. Nitración de tirosinas como modificación postraduccional 
 
La nitración de Tyr es una modificación postraduccional de gran importancia en 
animales y plantas, ya que puede inactivar enzimas o bien tener funciones en la 
regulación o señalización molecular (Souza y cols, 2008; Corpas y cols, 2009). Hay al 
menos dos tipos de moléculas capaces de nitrar residuos de Tyr in vitro e in vivo 
(Fig. 4.17). (i) El ONOO-, que puede generarse mediante la reacción entre NO y O2
- o 
entre NO2
- y H2O2. Así, el compuesto nitrante SIN-1 genera cantidades equimolares de 
NO y O2
- en forma continua. (ii) El radical dióxido de nitrógeno (NO2
.), que puede 
generarse a partir de la oxidación del NO2
-. En el caso de las Hbs, cantidades 
equimolares de H2O2 y proteína pueden oxidar las Hbs en estado ferroso o férrico a la 
forma ferril (con valencia formal 4+), y la ferril Hb oxida el NO2
- a NO2. También se ha 
descrito que los ˙OH generados por un sistema Fenton (Fe2+ + H2O2) pueden oxidar el 
NO2
- a NO2. El H2O2 puede atacar oxidativamente los residuos de Tyr formando radicales 
tirosilo y estos reaccionar con el NO2 producido por la ferril Hb o el sistema Fenton. 
Las Hbs son proteínas capaces de catalizar su propia nitración y también de 
nitrar a otras proteínas (Grzelak y cols, 2001). En este apartado se presentan los 
resultados obtenidos en experimentos cuyo objetivo fue determinar los mecanismos de 
nitración in vitro de los residuos de Tyr de las Hbs de plantas. La determinación 
mediante análisis de espectrometría de masas de NO2-Tyr (aunque en niveles basales, 
0,2-0,3% del total de moléculas) en la Lb de nódulos jóvenes y senescentes de judía nos 
llevó a intentar reproducir este resultado en condiciones in vitro con el fin de 
determinar posibles mecanismos para dicho proceso de nitración. 
 
Figura 4.16, continuación. Asimismo, se puede observar un marcaje significativo (flechas) para 
la Glb2 (c) y Glb3 (d) en núcleos de células de nódulos. Se observa una marcaje débil para la 
Glb3 en cloroplastos (e). También se muestra, a modo comparativo, el marcaje de Lb en núcleos 
(flechas) y citoplasma (doble punta de flecha) de células nodulares (f). Se muestran controles 
negativos (en los que los anticuerpos fueron reemplazados por suero no inmune) de núcleos de 
células nodulares (g) y de cloroplastos (h). Símbolos: b, bacteroide; cyt, citoplasma; ch, 
cloroplasto; is, espacio intercelular; n, núcleo; nu, nucléolo; s, grano de almidón; w, pared 
celular. Barras, 1 µm. 
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En una primera etapa, se realizó la puesta a punto de la técnica empleando BSA 
como proteína blanco y SIN-1 y una reacción de tipo Fenton como mecanismos de 
nitración. Se ensayaron distintas combinaciones de concentración de los reactivos y de 
la proteína blanco, así como tiempos de reacción variables (apartado 3.14.2). Con el 
sistema Fenton, pero no mediante el tratamiento con SIN-1, se logró nitrar la BSA, por 
lo que se continuó utilizando únicamente el sistema Fenton. La detección de la nitración 
se realizó mediante análisis western empleando un anticuerpo monoclonal de ratón 
anti-NO2-Tyr (Cayman). En todos los casos se incluyeron dos controles negativos: sin 
H2O2 y sin NO2
- en la mezcla de reacción. Asimismo, se hicieron las membranas por 
duplicado con el fin de incubar una de ellas con ditionito 100 mM durante 10 min a 
100°C para reducir los grupo -NO2
 a -NH2. Esta membrana sirvió como control negativo 
adicional ya que el anticuerpo no reconoce el grupo amino. 
A continuación, se intentó poner a punto la nitración de la Lb nativa de judía 
empleando un sistema Fenton. La nitración de las hemoproteínas, a diferencia de la 
nitración de la BSA, puede resultar más complicada por la propia naturaleza del grupo 
hemo ya que este es capaz de isomerizar rápidamente el ONOO- a NO3
- (Bourassa y cols, 
2001; Pietraforte y cols, 2001). En este caso, también se ensayaron distintas 
combinaciones de concentración de los reactivos y de la Lb, así como de pH del tampón 
de reacción, que resultó ser crucial. Trabajando a pH > 7, no logramos nitrar la Lb en 
Figura 4.17. Esquema de posibles mecanismos de nitración in vitro de residuos de Tyr. El 
mecanismo i) indica dos formas de formación de ONOO
-
, y el mecanismo ii) indica dos formas de 
formación de la especie nitrante NO2˙, una a través de la formación de ferril-Hb y la otra a través 
de la formación de ˙OH. 
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ninguna de las condiciones ensayadas, pero a pH 6,5 fuimos capaces de nitrar la 
proteína. Además, este pH ligeramente ácido es el que corresponde al pH fisiológico de 
los nódulos. Los reactivos y las concentraciones que resultaron exitosos se muestran en 
la Tabla 3.14 (Lb) de Materiales y Métodos. Con las mismas condiciones con las cuales 
se logró nitrar in vitro la Lb de judía, se obtuvo nitración también en las Lba y Lbc 
(mezcla de c1, c2 y c3) de soja. La nitración de las Lbs de soja se realizó con el fin de hacer 
extensivo el mecanismo de nitración de PvLb a otras proteínas. En la Fig. 4.18 su 
muestra el alineamiento de las Lbs nitradas y se resaltan los residuos Tyr. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
En la Figura 4.19A se muestran las reacciones de nitración para las tres Lbs 
mencionadas anteriormente. Se puede apreciar la presencia de formas diméricas en los 
tres casos y de otros agregados de mayor peso molecular para PvLb y Lba. Esto es 
consecuencia de la acción del H2O2 que genera radicales tirosilo (Tyr˙), cuya principal 
reacción es la dimerización formando di-tirosina (Jacob y cols, 1996). Cuando la 
formación de este enlace tiene lugar entre distintas moléculas de Lb, se producen las 
formas dimérica y demás agregados de la proteína. Dada la ausencia de señal en los dos 
Figura 4.18. Alineamiento de las secuencias de las Lbs de judía (PvLb) y soja (GmLba, GmLbc1, 
GmLbc2, GmLbc3) realizado con el programa Clustal Omega. Se indica en amarillo los residuos de 
Tyr con la numeración correspondiente. 
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controles negativos, queda claro que sin H2O2 o NO2
- no tiene lugar la nitración de 
residuos Tyr. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Las mismas reacciones de nitración que habían sido analizadas mediante 
inmunoblots (Fig. 4.19A) fueron digeridas con tripsina y los extractos resultantes 
analizados mediante LC-MS/MS. Los resultados de estos análisis indicaron que todas las 
Lbs se nitran preferentemente en la misma posición, la Tyr-31, mientras que el nivel de 
nitración de las otras Tyr (Tyr-26 y Tyr-134) es residual (Tabla 4.5). La Lb de judía 
presenta un residuo de Tyr adicional, Tyr-145, que no es detectable cuando se usa 
tripsina en la digestión. La Tyr-31, también llamada Tyr (B10), se encuentra en el 
entorno del hemo y es un aminoácido relevante, ya que regula la estabilidad del O2 
unido al hemo (Kundu y cols, 2004). 
 
 
 
 
Figura 4.19. Inmunoblots que muestran la nitración in vitro de residuos de Tyr en las Lbs. (A) Se 
muestran las reacciones de nitración y dos controles negativos para las Lb de judía y Lba y Lbc 
de soja. Los controles negativos consistieron en eliminar el H2O2 de la mezcla de reacción en un 
caso, y el NO2
- 
en el otro. Las etiquetas debajo de los pocillos indican la reacción positiva y los 
controles negativos. (B) Se muestra la reacción de nitración para PvLb en presencia de dos 
compuestos quelantes, DTPA y DFO (se indican debajo de los pocillos). En A y en B se cargaron 
en el gel 20 µL de los 40 µL finales de la mezcla de reacción (3 µg). La dilución de los anticuerpos 
primario (NO2-Tyr) y secundario fue 1:1000 y 1:20000, respectivamente. DTPA: ácido 
dietilentriaminopentaacético; DFO: mesilato de desferroxamina. 
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Tabla 4.5. Porcentaje de residuos NO2-Tyr en las distintas Lbs nitradas en condiciones in vitro. 
Tirosinas PvLb Lba Lbc1 Lbc2 Lbc3 
Tyr-26 1,4 1,1 0,9 0,6 0,4 
Tyr-31 75,9 77,7 64,4 65,6 55,2 
Tyr-134 Detectada, no 
cuantificada 
2,3 No detectada No detectada No detectada 
 
 
Una vez lograda la nitración in vitro de distintas Lb nativas y con el fin de 
dilucidar el mecanismo responsable de tal modificación postraduccional, utilizamos dos 
agentes quelantes, uno exclusivo de iones metálicos (DTPA; ácido 
dietilentriaminopentaacético) y otro que intercepta radicales libres (O2˙
-, ˙HO2, ˙OH) 
además de quelar Fe (DFO; mesilato de desferroxamina) (Fig. 4.19B). El DTPA no inhibe 
la reacción, indicando que la nitración es independiente de la presencia de iones 
metálicos. Por su parte, el DFO inhibe completamente la nitración, por lo que se puede 
concluir que el mecanismo depende, al menos en parte, de las ROS que este compuesto 
inactiva. 
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4.6. Nitrosoglutatión reductasa de Lotus 
 
La enzima GSNOR cataliza la reducción, dependiente de NADH, del GSNO produciendo 
glutatión oxidado y amonio y está por tanto involucrada en el metabolismo de NO 
(Jensen y cols, 1998; Liu y cols, 2001). En este apartado se presentan los resultados 
relacionados con la identificación y análisis de expresión de cinco genes ADH/GSNOR en 
los distintos órganos de las plantas de Lotus. Debido a que en esta Tesis no se han 
llegado a caracterizar bioquímicamente las proteínas ADH/GSNOR de Lotus, hemos 
preferido mantener la doble terminología. No obstante, como se verá en los análisis 
filogenéticos, sólo ADH/GSNOR4 tiene una elevada homología con la GSNOR de 
Arabidopsis (Fig. 4.21) y es muy probablemente una auténtica enzima GSNOR. 
 Como puede observarse en la Tabla 4.6, el número de ESTs (expressed 
sequence tags) sugiere claramente que el nivel de expresión de ADH/GSNOR1 es mucho 
mayor que el de los otros cuatro genes. ADH/GSNOR1 y ADH/GSNOR2 se disponen en 
tándem y con la misma orientación en el cromosoma 1, y sus ORFs están separadas por 
tan sólo 1703 pb. ADH/GSNOR1 presenta 82% de identidad con AtADH1 en sus ORFs, 
93% con ADH/GSNOR2 y 82% con ADH/GSNOR3, lo que sugiere que ADH/GSNOR1 y 
ADH/GSNOR2 se originaron a partir de un evento de duplicación reciente. ADH/GSNOR1 
y ADH/GSNOR2 contienen nueve exones, mientras que los otros genes ADH/GSNOR 
contienen diez exones (Fig. 4.20). Ninguna de las secuencias de los cinco genes revela la 
presencia de péptidos señal que dirijan las proteínas a orgánulos, y los programas de 
predicción sugieren que las cinco se localizan en el citoplasma. 
 
 
Tabla 4.6. Identificación de genes ADH/GSNOR de Lotus 
ADH/GSNOR Clon TC EST ORF Proteína (aa) 
1 LjT43005 (1) 57246 895 1143 380 
2 LjT43005 (1) - - 1143 370 
3 LjT18013 (1) 71584 9 1143 380 
4 LjT27B01 (1) 70357 10 1143 380 
5 LjT16L14 (2) 66339 10 1137 378 
 
Resultados 
 
83 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Basándonos en el alineamiento de las secuencias ADH/GSNOR y a los datos 
presentados en la Figura 4.20, se pueden distinguir tres clusters de proteínas: (i) 
ADH/GSNOR1, ADH/GSNOR2 y ADH/GSNOR3 se agrupan con las alcohol 
deshidrogenasas clásicas; (ii) ADH/GSNOR4 se agrupa con las proteínas GSNOR; y (iii) 
ADH/GSNOR5 se ubica dentro de un grupo de proteínas con características enzimáticas 
desconocidas. 
 La abundancia relativa de los transcritos de las ADH/GSNOR se determinó 
mediante qRT-PCR en nódulos, raíces, hojas y flores de Lotus. Se observó que 
ADH/GSNOR5 presenta los mayores niveles de mRNA en la mayoría de los órganos, 
mientras que los de ADH/GSNOR4 son los menos abundantes. ADH/GSNOR3 se expresa 
más en hojas y flores que ADH/GSNOR1 y ADH/GSNOR2. Si se compara con los otros 
órganos, las hojas presentan niveles de transcritos al menos 10 veces mayores de cada 
uno de los cinco genes. 
Figura 4.20. Organización exón-intrón de los genes LjADH/GSNOR. La longitud de los exones 
(ORFs, rectángulos rojos; UTRs, rectángulos azules) y de los intrones (rectángulos amarillos) se 
muestran en pares de bases. Excepto donde se indica, las longitudes se dibujaron a escala. 
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Actualmente, en el laboratorio se está llevando a cabo la clonación de los cinco 
genes ADH/GSNOR de Lotus en el vector pET200 (Invitrogen) con el fin de obtener las 
proteínas recombinantes para caracterizarlas bioquímicamente. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 4.21. Árbol filogenético de las secuencias de las cinco proteínas ADH/GSNOR de Lotus 
japonicus (Ljap) comparándolas con todas las ADH de plantas disponibles. Arabidopsis thaliana 
(Atha), Brassica juncea (Bjun), Glycine max (Gmax), Gossypium hirsutum (Ghir), Medicago 
truncatula (Mtru), Nicotiana tabacum (Ntab), Oryza sativa (Osat), Phaseolus acutifolius (Pacu), 
Populus trichocarpa (Ptr), Ricinus communis (Rcom), Solanum lycopersicum (Slyc), Solanum 
tuberosum (Stub), Trifolium repens (Trep), Vitis vinifera (Vvit), Zea mays (Zmay). El árbol se 
realizó por el método neighbor joining (Larkin y cols, 2007) del programa ClustalX2. 
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4.7. Estrés oxidativo y nitrosativo en levaduras 
 
Las levaduras constituyen un sistema eucariota óptimo para el análisis y la 
caracterización de genes de plantas (Mulet y cols, 2004). En este apartado se presentan 
los resultados sobre la complementación de levaduras con las globinas de Lotus. Para 
ello, las células de levadura se transformaron con cada una de las cinco globinas no 
simbióticas y truncadas, y se sometieron a distintas condiciones de estrés oxidativo y 
nitrosativo. Para la transformación de las levaduras con el plásmido episomal pVV214, 
que contenía cada una de las globinas de Lotus bajo el control del promotor 
constitutivo fuerte PGK1, utilizamos una cepa de levadura mutante deficiente en 
flavoHb (yhb1). El promotor PGK1 controla, en condiciones fisiológicas, la expresión del 
gen que codifica la 3-fosfoglicerato quinasa, enzima que participa en la glucólisis y en la 
gluconeogénesis. Mediante análisis western confirmamos que todas las proteínas se 
expresan, excepto la Glb1-1 (Fig. 4.22), lo que atribuimos a la inestabilidad de la 
proteína o del mRNA. Por esta razón, los datos de tolerancia a estrés que se presentan a 
continuación no incluyen la Glb1-1. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Se han usado distintos inductores de estrés oxidativo y nitrosativo, ya que se 
conoce que la flavoHb de levaduras participa en la desintoxicación de NO (Angelo y cols, 
2008; Gardner, 2012). El MV, conocido comercialmente como paraquat, es un 
Figura 4.22. Inmunoblots de células de levadura mostrando la expresión de las globinas de Lotus. 
Se cargaron entre 10 y 40 µg de proteína y las diluciones de los anticuerpos primario y secundario 
fueron 1:250 y 1:20000, respectivamente. Las etiquetas debajo de los pocillos indican el nombre 
de las globinas o de las cepas silvestre (wt) o deficiente en flavoHb (yhb1). 
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generador muy potente de radicales superóxido y sus efectos sobre las mitocondrias de 
las levaduras son bien conocidos (Cochemé y Murphy, 2008). En la Figura 4.23A se 
muestra que la adición de MV 1,5 mM al medio YPD es tóxico para las células pues se 
produce un retraso en el  crecimiento comparado con el control. Sin embargo, también  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 4.23. Tolerancia a estrés oxidativo y nitrosativo de células de levaduras que expresan las 
distintas globinas. (A) Los ensayos de goteo se realizaron creciendo las células transformadas en 
medio SD hasta la saturación. Después, los cultivos celulares fueron diluidos 1:10, 1:100 y 1:1000 
y sembrados en placas con medio YPD suplementado con MV (1,5 mM) o CuSO4 (10 mM). Estos 
compuestos se añadieron tras esterilizar el medio en un autoclave, pero antes de la gelificación 
de las placas, y el crecimiento de las células fue evaluado a los 4-5 días. El estrés por frío se 
aplicó creciendo las placas en YPD a 10°C durante cuatro semanas. Se realizaron tres 
experimentos completos independientes, usando en cada uno placas diferentes y dos replicados 
biológicos por placa, obteniéndose resultados similares. (B) Los cultivos celulares líquidos 
crecieron a saturación en medio SD, luego se diluyeron hasta una OD600 inicial de 0,01 en medio 
YPD suplementado con GSNO 5 mM (izquierda) o GSH 5 mM (derecha). El crecimiento fue 
monitorizado en placas multipocillo usando una Bioscreen C Microbiological Workstation 
(Thermo Fisher Scientific). Cada punto representa la media de tres réplicas con un ES<2% en la 
mayoría de los casos (no se muestran las barras de error para mayor claridad). El experimento se 
realizó tres veces de forma independiente con resultados similares. 
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se observa que las células que expresan Glb2, Glb3-1 o Glb3-2 son más tolerantes que el 
mutante deficiente en flavoHb (Figura 4.23A). Otra forma para inducir estrés oxidativo 
es el tratamiento con CuSO4. El Cu
2+ extracelular es reducido a Cu+ mediante el sistema 
reductasa de hierro Ftr1/2. El Cu+ es luego transportado al citoplasma donde puede 
participar en reacciones Fenton que dan lugar a radicales hidroxilo (Ríos y cols, 2013). 
Como se puede apreciar también en la Fig. 4.23A, todas las células que expresan las 
globinas son más tolerantes al CuSO4 10 mM que la cepa mutante, si bien el efecto es 
más pronunciado en el caso de la Glb3-2. 
 Otros autores han descrito que el estrés por frío altera la funcionalidad de las 
membranas y genera estrés oxidativo en levaduras, lo que se pone de manifiesto por el 
incremento de los niveles de H2O2 y la inducción de las enzimas superóxido dismutasa y 
catalasa (Zhang y cols, 2003). En nuestros experimentos, las células que expresan Glb2, 
Glb3-1 o Glb3-2 son más tolerantes que el mutante frente a un descenso de la 
temperatura de crecimiento desde los 30°C a los 10°C (Fig. 4.23A). 
 Por otro lado, las células de levadura fueron expuestas a GSNO, un donador 
fisiológico de NO que genera estrés nitrosativo a concentraciones milimolares 
(Perazzolli y cols, 2004). Este tratamiento se hizo en medio YPD líquido porque el GSNO 
es relativamente inestable durante los dos días de incubación que requieren los 
tratamientos en medio sólido. Se realizó en paralelo un control con GSH ya que la 
descomposición del GSNO genera GSH además de NO (Fig. 4.23B). Las células mutantes 
tratadas con GSNO 5 mM muestran una inhibición del crecimiento del 50% con 
respecto a las células de tipo silvestre, lo que evidencia toxicidad en ausencia de 
flavoHb. En este caso, sólo la expresión de la Glb2 y, en mucho menor medida la de 
Glb1-2, pudieron complementar la deficiencia en flavoHb. No se observaron efectos en 
las células de levaduras control crecidas en presencia de GSH 5 mM (Fig. 4.23B). 
Con el fin de determinar si los residuos de Cys intervienen en la desintoxicación 
de NO, se generaron versiones mutantes de las Glbs, en las que la única Cys presente en 
las globinas Glb1-2, Glb2 y Glb3-2 fue reemplazada por una Ser. En la Glb3-1, que 
contiene dos Cys, se cambió el residuo conservado Cys-159 por una Ser (apartado 
3.4.2). Con las proteínas mutantes se procedió de igual forma que con las versiones de 
tipo silvestre, transformando la cepa de levadura deficiente en flavoHb (yhb1) con el 
plásmido episomal pVV214 conteniendo las ORFs de las globinas mutantes, y se 
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realizaron los mismos tratamientos de estrés oxidativo y nitrosativo. Debido a que las 
únicas globinas que complementaron la deficiencia en flavoHb en condiciones de estrés 
nitrosativo fueron la Glb1-2 y Glb2, continuamos el estudio sólo con estas proteínas y 
sus mutantes. 
En la Figura 4.24 se muestra la expresión de las Glb1-2 y Glb2 y sus respectivos 
mutantes mediante análisis western. Como puede observarse, los niveles de expresión 
de Glb1-2 y Glb1-2 mutada no difieren demasiado, pero Glb2 se expresa mucho más 
que su versión mutante.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
En la Figura 4.25A se observa que no existen diferencias entre la Glb1-2 y su 
mutante Cys-79-Ser, así como entre la Glb2 y su mutante Cys-65-Ser, en cuanto a la 
tolerancia frente a MV (1,5 mM) y frío (10°C), condiciones que generan estrés oxidativo. 
En cambio, en condiciones de estrés nitrosativo (GSNO 5 mM) se observa que las 
globinas de tipo silvestre son mas resistentes que sus respectivas versiones mutantes 
(Fig. 4.25B). 
 
 
 
 
 
Figura 4.24. Inmunoblots de células de levadura mostrando la expresión de las Glb1-2 y Glb2 y 
sus versiones mutantes. Se cargaron 10 µg de proteína y las diluciones de los anticuerpos 
primario y secundario fueron 1:250 y 1:20000, respectivamente. Las etiquetas debajo de los 
pocillos indican el nombre de las globinas o de las cepas silvestre (wt) o deficiente en flavoHb 
(yhb1). 
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Figura 4.25. Tolerancia a estrés oxidativo y nitrosativo de células de levaduras que expresan las 
globinas Glb1-2, Glb2 y sus versiones mutantes. (A) Los ensayos de goteo se realizaron creciendo 
las células transformadas en medio SD hasta la saturación, y los tratamientos se realizaron según 
se indica en la leyenda de la Figura 4.23. Se realizaron tres experimentos completos 
independientes, usando en cada uno placas diferentes y dos replicados biológicos por placa, 
obteniéndose resultados similares. (B) Los cultivos celulares líquidos crecieron a saturación en 
medio SD, luego se diluyeron hasta una OD600 inicial de 0,01 en medio YPD suplementado con 
GSNO 5 mM (izquierda) o GSH 5 mM (derecha). El crecimiento fue monitorizado en placas 
multipocillo usando una Bioscreen C Microbiological Workstation. Cada punto representa la 
media de tres réplicas con un ES<2% en la mayoría de los casos (no se muestran las barras de 
error para mayor claridad). El experimento se realizó tres veces de forma independiente con 
resultados similares. 
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5. DISCUSIÓN 
 
 
5.1. Caracterización de las globinas de Lotus 
 
En esta Tesis nos propusimos estudiar distintos aspectos de la estructura y función de 
las Hbs no simbióticas y truncadas de la leguminosa modelo Lotus. Las Hbs de plantas 
han sido estudiadas in vivo e in vitro. La mayoría de las estrategias in vivo se han basado 
en la expresión de genes o proteínas durante las etapas del desarrollo o en condiciones 
de estrés, ya sea midiendo la expresión de genes y proteínas endógenos o manipulando 
los niveles de expresión en líneas transgénicas. Los estudios in vitro se han focalizado en 
la estructura de las proteínas y en la cinética de unión de ligandos. No obstante, la 
mayor parte de estos experimentos se han llevado a cabo en Arabidopsis, planta 
modelo que codifica tres Hbs (Glb1, Glb2 y Glb3) (Trevaskis y cols, 1997; Watts y cols, 
2001). Sin embargo, el genoma de Lotus contiene cinco genes de Hbs no simbióticas y 
truncadas (Bustos-Sanmamed y cols, 2011) y lo mismo parece ocurrir en otras 
leguminosas como soja o M. truncatula (Andersson y cols, 1996; Lee y cols, 2004; 
Vieweg y cols, 2005). Algunas otras especies, como el arroz (Arredondo-Peter y cols, 
1997) o la remolacha (GeneBank, números de acceso KF549981.1 y KF549980.1), 
también contienen más de una Hb de clase 1. Sin embargo, no se sabe la razón de esta 
aparente redundancia, aunque en ambas especies los patrones de expresión dependen 
del órgano vegetal (Arredondo-Peter y cols, 1997; Leiva-Eriksson y cols, 2014). 
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 Como se ha mencionado anteriormente, las leguminosas son una fuente muy 
importante de proteína y su cultivo se considera beneficioso desde el punto de vista 
agrario y medioambiental debido a que la fijación simbiótica de N2 permite reducir el 
uso de fertilizantes nitrogenados. La relevancia de este proceso y la gran abundancia de 
Hbs simbióticas en los nódulos ha favorecido que estas Hbs hayan sido caracterizadas 
exhaustivamente. Sin embargo, este no es el caso de las Hbs no simbióticas y truncadas, 
que al ser mucho menos abundantes y haber sido descubiertas con posterioridad a las 
Lbs, tienen funciones en su gran mayoría desconocidas. La baja concentración de estas 
globinas en los tejidos vegetales (Gupta y cols, 2011) hace inviable la purificación de las 
proteínas nativas, y por esta razón se recurrió a clonar los distintos genes de Lotus y 
obtener así las proteínas recombinantes. La expresión de estas proteínas en un sistema 
heterólogo nos ha permitido obtenerlas en cantidades suficientes para llevar a cabo su 
caracterización. 
 La caracterización bioquímica de proteínas requiere disponer de una cantidad 
de proteína acorde a los experimentos, pero también que se encuentre lo más pura 
posible. Por ello, es importante optimizar los procesos de sobreexpresión y purificación. 
Respecto a la sobreexpresión de las globinas, la elección de la cepa de E. coli (BL21 o 
C41) resultó ser un factor decisivo para obtener un rendimiento razonable en cada 
experimento de sobreexpresión. Esto fue particularmente notorio para Glb3-1, ya que 
fuimos capaces de producirla, únicamente, en la cepa de expresión C41. Otro factor 
relevante en este sentido fue el descenso de la temperatura de crecimiento del cultivo 
una vez agregado el IPTG; el cambio de 37°C a temperatura ambiente (25°C) condujo a 
un aumento del rendimiento del 20-30% en todas las proteínas (excepto Glb1-2). De 
acuerdo con nuestra experiencia, concluimos que es muy difícil delinear normas 
generales respecto a las condiciones de expresión óptimas de una proteína 
recombinante, ya que en ningún caso queda claro por qué ciertos parámetros 
funcionan para algunas proteínas y no para otras, aunque estas presenten una similitud 
muy alta. 
En cuanto al proceso de purificación, la combinación de un primer paso de 
fraccionamiento con sulfato de amonio seguido de dos cromatografías, una de afinidad 
(Ni2+) y otra de intercambio aniónico (DE-52), resultó exitosa con las globinas de Lotus. 
Siguiendo este protocolo, se obtuvieron todas las globinas con una pureza >90%. La 
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Glb1-1 presentó particularidades durante la purificación debido a su baja solubilidad en 
los tampones empleados rutinariamente para purificar proteínas recombinantes. Para 
evitar la precipitación de esta proteína fue necesario añadir NaCl 150 mM a todos los 
tampones. Además, debido a que se obtienen dos poblaciones de la proteína, el 
monómero y el dímero, se realizó una tercera cromatografía, de filtración en gel, para 
separar dichas poblaciones. 
 El genoma de Lotus codifica tres Lbs y cinco Hbs no simbióticas y truncadas 
(Uchiumi y cols, 2002; Bustos-Sanmamed y cols, 2011). Nuestro grupo ha publicado 
recientemente que los niveles de mRNA de Glb1-1, Glb2 y Glb3-1 son 15, 2 y 7 veces 
mayores, respectivamente, en nódulos que en raíces, y que son muy bajos o no se 
detectan en los otros órganos de la planta (Bustos-Sanmamed y cols, 2011). 
Probablemente, esto mismo ocurre en otras leguminosas, si nos basamos en el análisis 
de transcritos del “Gene Expression Atlas” de Medicago truncatula (http://mtgea. 
noble.org/v3/). Por tanto, es razonable pensar que estas tres globinas son específicas 
del nódulo y que sus funciones deben ser adecuadas para el particular ambiente 
microaeróbico y metabolismo de los nódulos. 
Con el fin de caracterizar todas las globinas y comparar Glb1-1 y Glb3-1 con los 
otros miembros de la misma clase (Glb1-2 y Glb3-2, respectivamente), medimos en 
primer lugar las constantes de afinidad por O2 (K) de todas las globinas en las mismas 
condiciones experimentales (Tabla 4.4). Las Hbs de clase 1 son las que presentan, por lo 
general, las mayores afinidades por O2, pero la Glb1-1 resultó ser un caso excepcional 
en este aspecto. Su afinidad por el O2 (K = 50 pM) es 50 veces superior a la de la Hb 
octamérica del nemátodo Ascaris suum (K = 2,7 nM), que se consideraba la Hb con 
mayor afinidad por O2 conocida hasta el momento (Weber y Vinogradov, 2001; Angelo 
y cols, 2008). Debido a su afinidad tan alta, la Glb1-1 se mantiene oxigenada y activa 
incluso en presencia de CO. Esto podría ser relevante en los nódulos, ya que en ellos 
pueden formarse cantidades significativas de CO como consecuencia de la degradación 
de la Lb mediada por las hemo-oxigenasas (Baudouin y cols, 2004). La  afinidad por O2 
de la Glb1-2 es también demasiado alta para que esta proteína actúe transportando O2, 
pero la afinidad moderada de la Glb2 y el estado pentacoordinado inusual de su forma 
desoxi (Glb22+) son compatibles con el hecho que esta proteína pueda ser un sensor 
(Smagghe y cols, 2009) y/o un transportador (Spyrakis y cols, 2011) de O2. Sin embargo, 
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para que la Glb2 pueda desempeñar un papel facilitando la difusión de O2 debe estar 
presente en altas concentraciones (milimolar), lo que es poco probable que ocurra para 
una Hb no simbiótica o truncada en los tejidos vegetales (Mur y cols, 2013; Hebelstrup y 
cols, 2013). El valor observado de kon para la Glb3-1 es similar al valor de la Glb3 de 
Arabidopsis (400 s-1; Watts y cols, 2001), pero el de la Glb3-2 es 30 veces mayor, lo que 
evidencia que las dos Hbs truncadas de Lotus presentan distintas afinidades por el O2 y 
que no son redundantes funcionalmente, como ocurre con las Glb1-1 y Glb1-2. 
Para que las Hbs sean capaces de unir O2, el hierro de sus grupos hemo debe 
estar en forma ferrosa. Por tanto, es imprescindible que existan mecanismos que 
reduzcan las Hbs férricas in vivo y que las devuelvan a su estado activo. Se han 
propuesto varias enzimas que contienen FAD como grupo prostético como posibles 
candidatos involucrados en la reducción de las Hbs de plantas. La ferri-Lb reductasa y la 
dihidrolipoamida deshidrogenasa son enzimas capaces de reducir la Lb in vitro, pero 
parecen estar localizadas exclusivamente en la mitocondria (Moran y cols, 2002), y por 
tanto es improbable que tengan un papel fisiológico en la reducción de las Hbs. Por otro 
lado, la monodeshidroascorbato reductasa en una enzima que se encuentra presente 
de forma abundante en los plastidios, peroxisomas y paredes celulares, y de forma más 
escasa en el citoplasma (Dalton y cols, 1993; Miyake y cols, 1998; Becana y cols, 2010). 
Igamberdiev y cols (2006a) observaron que una isoforma citosólica de esta enzima 
antioxidante co-purificaba con la Glb1 de cebada cuando ensayaban las distintas 
fracciones buscando alguna actividad de consumo de NO, lo que sugiere que esta 
enzima podría ser responsable, al menos en parte, de la reducción de las Hbs in vivo. 
Usando un anticuerpo frente a la monodeshidroascorbato reductasa de nódulos de soja 
(Dalton y cols, 1993), hemos observado que en los nódulos de Lotus la mayor parte de 
esta enzima se localiza en las paredes celulares, especialmente en los haces vasculares, 
no detectándose nada de ella en los núcleos (datos no publicados de nuestro 
laboratorio). Sin embargo, no podemos excluir la posibilidad de que isoformas 
específicas de la monodeshidroascorbato reductasa actúen como reductores de las Hbs 
en el citoplasma, o que otras flavoproteínas con capacidad para reducir Hbs se localicen 
en el núcleo. 
El NAD(P)H ha sido descrito como un reductor directo, pero poco eficiente, de 
la Lb de soja (Becana y Klucas, 1990). Sin embargo, el NAD(P)H es capaz de reducir de 
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forma significativa la Glb1 de Arabidopsis (Perazzolli y cols, 2004). En este trabajo 
hemos encontrado que la reducción directa de las Hbs mediada por NAD(P)H es 
irrelevante fisiológicamente y que es inhibida por la catalasa, lo que indica que el H2O2 
está involucrado en el proceso. En cambio, hemos demostrado que las tres clases de 
globinas vegetales pueden ser reducidas por las flavinas, que actúan como 
intermediarios en el transporte de electrones entre el NAD(P)H y las Hbs (Fig. 4.11). 
Asimismo, hemos determinado que esta reacción es independiente de H2O2 o 
superóxido, y que tiene lugar también en condiciones anaeróbicas (Fig. 4.12), por lo 
que no sería inhibida in vivo por la ascorbato peroxidasa o las SODs, enzimas 
abundantes en el citoplasma, plastidios y núcleos (Dalton y cols, 1993; Rubio y cols, 
2009; Becana y cols, 2010) 
 Nuestros resultados indican que la tasa de reducción del hemo varía con la clase 
de globina y el tipo de flavina, siendo muy rápida para las Hbs hexacoordinadas de clase 
1. La tasa de reducción de la Glb2 es lenta si se compara con las Hbs de clase 1 o 3, pero 
es similar a la que se ha observado para la Lb de soja (Becana y Klucas, 1990). Esta es 
otra evidencia bioquímica que apoya una relación evolutiva entre las Hbs de clase 2 y 
las Lbs (Trevaskis y cols, 1997; Smagghe y cols, 2009). Podemos concluir, por tanto, que 
a diferencia de los nucleótidos de piridina o de algunas flavoproteínas, el sistema 
NAD(P)H + flavina reduce las tres clases de Hbs in vitro en condiciones aeróbicas y 
anaeróbicas. Esta reacción no es inhibida por la SOD o catalasa, y estaría operativa a las 
concentraciones estimadas de flavinas en las células vegetales y en los núcleos aislados. 
Además, ya que las flavinas son capaces de reducir activamente las Hbs de plantas, y de 
una manera especialmente rápida las de clase 1 (Fig. 4.11), cabe la posibilidad de que 
las flavinas puedan reemplazar a la monodeshidroascorbato reductasa en el ciclo 
Hb/NO propuesto originalmente por Hill y colaboradores (Dordas y cols, 2003b; 
Igamberdiev y cols, 2006a). Este ciclo evidencia la capacidad de las Hbs para modular el 
nivel de NO y podría jugar un importante papel en el metabolismo del nitrógeno en la 
hipoxia, donde la oxidación del NO a NO3
- por las oxi-Hbs (actividad NOD) evita la 
pérdida de nitrógeno en forma de emisión de NO (Hebelstrup y cols, 2012). En estas 
mismas condiciones de hipoxia, la oxidación del NO por la Hb está acoplada a la 
reducción del NO3
- a NO2
- , que hace uso del NADH generado en la glucólisis por lo que 
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se regenera NAD+ permitiendo así mantener el flujo electrónico y la producción de ATP 
(ver Fig. 1.5) (Dordas y cols, 2003a; Stoimenova y cols, 2007). 
Dada la eficiencia y versatilidad del sistema NAD(P)H + flavina, es probable que 
las flavinas reducidas sean capaces de sustentar la actividad NOD de las Glb1 
reduciendo las formas férricas a las oxiferrosa/desoxiferrosa en condiciones 
aeróbicas/anaeróbicas. La posibilidad de que la actividad NOD de las globinas vegetales 
observada in vitro tenga relevancia fisiológica in vivo se apoya en varias observaciones: 
(i) el nivel de expresión de las Hbs aumenta en respuesta a NO3
-, NO2
- y NO (Ohwaki y 
cols, 2005); (ii) las plantas transgénicas que sobreexpresan Hbs poseen una mayor 
capacidad para eliminar NO (Dordas y cols, 2003a); (iii) las plantas transgénicas con 
silenciamiento de la expresión de Hbs muestran un descenso del nivel de enzimas 
sensibles a NO (Igamberdiev y cols, 2006b); y (iv) en cianobacterias expuestas a altas 
concentraciones de RNS, la sobreexpresión de la GlbN disminuye los niveles de RNS lo 
cual se traduce en un aumento del crecimiento celular (Scott y cols, 2010). 
 
 
5.2. Inmunolocalización de las globinas 
 
La producción de anticuerpos policlonales monoespecíficos frente a cada clase de 
globina (Glb1, Glb2, Glb3) nos ha permitido inmunolocalizar las proteínas en distintos 
tejidos de Lotus. Debido a la elevada similitud entre las proteínas Glb1-1 y Glb1-2 y 
entre Glb3-1 y Glb3-2, no se pudo distinguir entre los miembros de una misma clase. 
A nivel subcelular, es de esperar que las Hbs no simbióticas y truncadas se 
localicen en el citoplasma de la célula debido a que carecen de péptidos señal que las 
dirijan a organelos o al exterior celular. Sin embargo, en esta Tesis hemos demostrado 
que las tres clases de globinas co-localizan y se encuentran de forma abundante en 
núcleos, y en menor medida en el citoplasma y plastidios de las células vegetales (Fig. 
4.16). Debido a que se han encontrado cantidades significativas de Hbs en el citoplasma 
(Ross y cols, 2001) y en los plastidios (Kim y cols, 2013) de especies monocotiledóneas, 
así como también en los cloroplastos del alga verde C. eugametos (Couture y cols, 
1994), nuestro resultado sugiere que podrían existir diferencias entre las distintas 
especies de plantas y/o movimiento de las proteínas entre los compartimientos 
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mencionados anteriormente en respuesta a distintos estímulos, por ejemplo, según 
estado de desarrollo o en situación de estrés. Algo similar ocurre con la citoglobina, una 
Hb de vertebrados con propiedades similares a las Hbs no simbióticas (Burmester y cols, 
2002). Esta proteína se encuentra ampliamente distribuida en las células de mamíferos, 
pero su localización subcelular parece ser dependiente del tipo celular, ya que en 
algunos se localiza en el núcleo y citoplasma y en otros únicamente en el citoplasma 
(Schmidt y cols, 2004). 
Todavía se desconoce la forma por la cual las globinas entran en el núcleo. No 
se ha detectado señal de localización nuclear en la secuencia de ninguna de las globinas 
para las que se ha confirmado su presencia en núcleos, es decir, las Hbs no simbióticas 
de alfalfa (Seregélyes y cols, 2000), algodón (Qu y cols, 2005) o Lotus (Sainz y cols, 
2013), y la citoglobina de vertebrados (Geuens y cols, 2003). Sin embargo, dado el 
pequeño tamaño de estas proteínas (17-21 KDa), no puede descartarse que entren en 
el núcleo por difusión simple a través del canal acuoso de los poros nucleares (Quadrini 
y Bieker, 2002). 
Las funciones que puedan desempeñar las globinas en el núcleo celular se 
desconocen. Mediante la modulación de los niveles de NO en los núcleos, las globinas 
podrían prevenir la formación de ONOO–, molécula muy tóxica, o bien regular la 
expresión génica a través de la nitrosilación de factores de transcripción en respuesta a 
hormonas u otros compuestos reguladores. Se piensa que la S-nitrosilación es el 
mecanismo más importante de transducción de la bioactividad del NO. Las primeras 
proteínas nitrosiladas que se encontraron en las células fueron proteínas citoplásmicas 
(Lindermayr y cols, 2005) o aisladas de mitocondrias y peroxisomas (Kovacs y 
Lindermayr, 2013; Lounifi y cols, 2013). Asimismo, se ha demostrado que factores de 
transcripción sensibles al estado redox también son susceptibles de nitrosilación, y que 
esta modificación puede afectar la localización subcelular de las proteínas o regular la 
interacción con otras proteínas, modulando por tanto la transcripción y/o el 
metabolismo general del núcleo (Mengel y cols, 2013). 
El hecho de que las globinas estén presentes no sólo en los cloroplastos, sino 
también en plastidios de raíces y nódulos, hace suponer que las funciones que estarían 
desempeñando no son exclusivas del proceso fotosintético. Por otro lado, la 
coexistencia en el núcleo de las tres clases de Glbs, que presentan propiedades 
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bioquímicas tan distintas, también sugiere funciones más bien específicas que 
redundantes. 
 
 
5.3. Nitración de tirosinas como modificación postraduccional 
 
Durante mucho tiempo se pensó que la nitración de los residuos de Tyr de las proteínas 
era una consecuencia únicamente de la acción del ONOO– y, por tanto, que esta 
modificación postraduccional era la ‘huella’ de la formación de ONOO– en los sistemas 
biológicos (Beckman, 1996). Sin embargo, este punto de vista se vio cuestionado al 
demostrarse que existen otros sistemas químicos capaces de nitrar en condiciones 
fisiológicas compuestos fenólicos, entre ellos los residuos de Tyr. Uno de estos sistemas 
se basa en la oxidación del NO2¯ por el H2O2, está catalizado por peroxidasas, y el 
intermediario reactivo responsable de la nitración es el NO2 (Eiserich y cols, 1998). 
Otros sistemas incluyen al NO2¯, que a pH ≤ 6 provoca una hidroxilación dependiente de 
NO2¯ en las moléculas blanco (Oury y cols, 1995), y la reacción del NO con radicales 
tirosilo seguido de una oxidación (Goodwin y cols, 1998). 
Las Hbs exhiben distintas actividades pseudoenzimáticas, entre las que se 
encuentra la actividad peroxidasa. Sakamoto y cols (2004) observaron que las tres Hbs 
no simbióticas y truncadas de Arabidopsis poseen actividad ‘tipo peroxidasa’ con 
distintos sustratos, entre ellos el NO2¯. Esta reacción involucra la oxidación de Tyr y 
NO2¯ por parte de los productos de la reacción entre el H2O2 y la forma férrica de las 
peroxidasas, es decir ˙HbIV=O y HbIV=O (también denominados Compuesto I y 
Compuesto II, respectivamente). La rápida reacción entre los dos radicales producidos, 
NO2˙ y Tyr˙, genera NO2-Tyr (Goldstein y cols, 2000). 
En la reacción entre las Hbs y el H2O2 se origina la forma ferril (IV) de la 
proteína, pero también radicales en la globina como consecuencia de la transferencia 
del segundo equivalente de oxidación del H2O2. Una Tyr en las inmediaciones del hemo 
es un buen candidato para ser convertido en radical (Davies y Puppo, 1992). La 
formación de radicales tirosilo en las Lbs y otras Hbs puede desencadenar, además de la 
formación de NO2-Tyr, otras dos moléculas. Una de ellas es un derivado verde de la Lb, 
que se ha atribuido a una unión covalente intramolecular entre el hemo y la globina 
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(Moreau y cols, 1995). La otra molécula es un dímero de la Lb formado por la reacción 
entre dos radicales tirosilo, o entre un radical tirosilo y un radical situado en un 
aminoácido distinto a Tyr (Moreau y cols, 1995). 
Los datos de espectrometría de masas que indicaban la presencia de residuos 
de Tyr nitrados en la Lb de nódulos senescentes de judía nos llevó a intentar reproducir 
esta nitración en condiciones in vitro. En este trabajo hemos logrado nitrar in vitro tres 
Lbs nativas (Lb de judía y Lba y Lbc de soja) empleando H2O2 y NO2¯, y llevando a cabo 
la reacción a pH 6,5. La finalidad de reproducir in vitro un proceso que tiene lugar en los 
nódulos fue esclarecer la forma en la que tiene lugar dicha nitración. Si bien esto es algo 
que no se ha podido completar en esta Tesis, el uso de agentes quelantes y scavengers 
de ROS ha aportado información sobre el mecanismo. El DTPA es un quelante de 
metales muy eficaz. El DFO es un sideróforo usado comúnmente para establecer la 
dependencia de Fe libre en las reacciones biológicas, olvidándose a menudo de que 
también es capaz de interceptar radicales libres como O2˙¯ y ˙OH (Bartesaghi y cols, 
2004). Velsor y cols (2003) han observado que el DFO inhibe la nitración de proteínas 
durante la exposición a NO2, y Adgent y cols (2012) concluyen que esta inhibición no 
tiene lugar eliminado el NO2, ya que el DFO tiene una capacidad más bien modesta de 
eliminarlo, sino principalmente reduciendo el radical tirosilo, previniendo la unión del 
NO2 y por tanto la nitración. De esta forma, hemos determinado que la nitración de las 
Lbs no depende de iones metálicos y que está mediada, al menos en parte, por RNS. 
Puesto que la Tyr que se nitra preferencialmente en todos los casos se sitúa en 
el entorno del hemo (Tyr-31), hay que concluir que en la reacción probablemente 
interviene la ferril-Hb como intermediario. Este residuo de Tyr es importante porque 
interacciona con la HD y regula la estabilidad del O2 unido al hemo (Kundu y cols, 2004). 
La Lb podría perder su función si esta Tyr estuviera nitrada ya que el aumento de 
volumen que supone el grupo NO2 (en posición orto del OH de la Tyr) en la cavidad del 
hemo, o un cambio en la distribución o intensidad de los puentes de hidrógeno, es más 
que probable que alteren el enlace coordinado del Fe con el O2. Este aspecto podría 
comprobarse experimentalmente midiendo la constante de afinidad por O2 de la 
proteína nitrada; si la modificación del residuo de Tyr afecta su interacción con la HD, 
esto se vería reflejado en la tasa de disociación (koff). 
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5.4. Estrés oxidativo y nitrosativo en levaduras 
 
Los resultados de esta Tesis, en los que se demuestra que las globinas protegen frente a 
estrés oxidativo en levaduras (Fig. 4.23A), son novedosos y evidencian que las Hbs 
pueden interceptar el superóxido y el H2O2. Estas ROS son citotóxicas si se producen en 
exceso y no son eliminadas por las defensas antioxidantes (Dalton y cols, 1993; Becana 
y cols, 2010). La tolerancia al estrés oxidativo está correlacionada con los niveles de 
expresión de las proteínas (alta para Glb3-1 y Glb3-2, intermedia para Glb2 y baja para 
Glb1-2), lo que indica que la protección frente a este tipo de estrés se debe 
principalmente a los grupos hemo y no a alguna característica intrínseca de las globinas. 
Por otro lado, sólo la expresión de Glb1-2 y Glb2 protege a las células de 
levadura frente al estrés nitrosativo (Fig. 4.23B), lo que es coherente con la observación 
de que las Glb1 y Glb2 de Arabidopsis son capaces de desintoxicar NO in vivo 
(Hebelstrup y Jensen, 2008). La tolerancia selectiva que ofrecen las proteínas Glb1-2 y 
Glb2 en levaduras sugiere que la desintoxicación de GSNO, molécula que participa en 
reacciones de trans-nitrosilación con grupos tiol, involucra la S-nitrosilación del único 
residuo de Cys de las proteínas. Para intentar averiguar si efectivamente los residuos de 
Cys son necesarios para la desintoxicación de GSNO, se generaron mutantes de las 
globinas Glb1-2 y Glb2 en los que la Cys se sustituyó por Ser. Estas proteínas se 
expresaron en E. coli para producir proteínas recombinantes y en levadura para los 
ensayos de tolerancia a estrés oxidativo y nitrosativo. La mutación Cys-65-Ser de la Glb2 
provocó un descenso muy drástico en la producción de la proteína recombinante en E. 
coli, lo que puede ser atribuido a que esta Cys es importante para la estabilidad de la 
proteína, como se ha descrito para la Glb1 de cebada (Bykova y cols, 2006). En cambio, 
la mutación Cys-79-Ser de la Glb1-2 no causó dichos problemas de rendimiento. 
En los experimentos de transformación de levaduras es importante que los 
niveles de expresión de cada globina y de su mutante sean similares, de manera que las 
posibles diferencias de tolerancia conferidas por las dos globinas frente al GSNO sean 
genuinas y no queden enmascaradas por diferencias en sus niveles de expresión. 
Desafortunadamente, la Glb2, que es la globina que mejor complementa la deficiencia 
de flavoHb en la levadura, se expresa mucho más que su mutante (Fig. 4.24), por lo que 
no fue posible concluir que la Cys de la Glb2 participa en la tolerancia al estrés inducido 
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por GSNO. La menor expresión de la proteína mutante podría ser debida a una menor 
estabilidad como consecuencia de una alteración en su estructura terciaria. Esto está de 
acuerdo con nuestra observación de que la Glb2 mutante se produce en mucha menor 
cantidad que la Glb2 silvestre en E. coli, tal como se ha mencionado anteriormente. 
Además, el hecho de que las diferencias encontradas entre las globinas y sus versiones 
mutantes en condiciones de estrés nitrosativo estén relacionadas con los niveles de 
expresión de las proteínas, sugiere que los mecanismos de desintoxicación de NO no 
implican a las Cys, sino a los grupos hemo. En este contexto, la contribución relativa de 
los grupos hemo y de las Cys está muy debatida actualmente con respecto a la Hb 
humana, y no se ha demostrado concluyentemente que la Cys-93 sea esencial para el 
transporte o metabolismo de NO (Gladwin y cols, 2000; Angelo y cols, 2008). En nuestro 
caso, se han planificado experimentos, más allá del alcance de esta Tesis, para expresar 
en E. coli las proteínas Glb1-1, Glb1-2 y Glb2, así como sus formas mutantes, utilizando 
un plásmido (pANX) en el que las globinas se expresan bajo el control del promotor 
hmp (flavoHb de E. coli) (Gardner y cols, 1998). Esperamos que con esta estrategia, a 
diferencia de lo encontrado en levaduras, las proteínas silvestres y mutantes se 
expresen a niveles similares. Estos experimentos podrían proporcionar información 
sobre el papel de las Cys conservadas en el metabolismo de NO tanto en globinas 
vegetales como animales. 
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6. CONCLUSIONES 
 
 
1. Las cinco hemoglobinas no simbióticas y truncadas recombinantes de Lotus (Glb1-1, 
Glb1-2, Glb2, Glb3-1 y Glb3-2) se expresan con rendimientos razonables en Escherichia 
coli y pueden purificarse alcanzando una pureza mayor del 90% mediante la 
combinación de una etapa de fraccionamiento con sulfato de amonio y cromatografías 
de afinidad e intercambio iónico. 
 
2. La Glb1-1 presenta características excepcionales. Tiene la mayor constante de 
afinidad por O2 (50 pM) conocida hasta el momento para cualquier hemoglobina animal 
o vegetal. Además, es mayoritariamente insoluble en condiciones en las que las 
restantes globinas son solubles y estables. 
 
3. Las tres clases de globinas pueden ser reducidas por el sistema NAD(P)H + flavina en 
condiciones aeróbicas y anaeróbicas. La velocidad de la reacción es dependiente de la 
clase de globina y de la flavina, siendo muy rápida para las hemoglobinas de clase 1. 
Este sistema es capaz de reducir las Glb1 férricas, que podrían producirse por la acción 
del ciclo óxido nítrico/hemoglobina que tiene lugar en condiciones de hipoxia/anoxia. 
 
4. Todas las globinas se localizan mayoritariamente en el núcleo celular, si bien están 
presentes en mucho menor medida en el citoplasma y en los plastidios de los nódulos o 
en los cloroplastos de las hojas. 
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5. Las leghemoglobinas de judía y soja son susceptibles de nitración mediante un 
mecanismo que es independiente de iones metálicos y que parece estar mediado por 
especies reactivas de oxígeno en condiciones in vitro. En todos los casos, hay un residuo 
de tirosina que se nitra preferentemente, la Tyr-31, y que es esencial para el transporte 
de O2 por la leghemoglobina. 
 
6. Las globinas de Lotus son capaces de complementar una cepa mutante de levadura 
deficiente en flavohemoglobina en condiciones de estrés nitro-oxidativo. Las proteínas 
Glb2, Glb3-1 y Glb3-2 lo hacen cuando las células se someten a estrés oxidativo (metil 
viológeno 1,5 mM; CuSO4 10 mM; frío 10°C), y la proteína Glb1-2 y, de forma más 
marcada, la Glb2, cuando se aplica estrés nitrosativo (nitrosoglutatión 5 mM). 
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